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Abstract of EP0267159 

The process for introducing genetic material into monocotyiedonous plants or viable parts thereof 
comprises transfer microorganisms which are able to introduce said genetic material into 
monocotyiedonous plants or viable parts thereof, and which contain the genetic material to be introduced 
in a transportable form, being inoculated in the form of a bacterial suspension into the meristematic tissue 
regions of the plant or viable part thereof. It is also possible, by suitable choice of the time of application 
with regard to the state of development of the recipient plant, for the transformation frequency to be 
additionally increased. 
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@ Verfahren zur genetischen Modifikatlon monokotyler Pflanzen. 

@ Die vortiegende Erfindung belrifft ein neuartige Verfahren 
zur Einschleusung von genetischem Material in monokotyle 
Pflanzen Oder (ebensfahige Teile davon. das dadurch gekenn- 
zeichnet 1st, dass Transfer-Mikroorganismen. die in der Lage 
sind. besagtes genetisches Material in monokotyle Pflanzen 
Oder lebensfahlge Teile davon einzuschleusen und die das 
einzuschleusende genetische Material In einer transportierba- 
ran Form enthallen. in Form einer Bakteriensuspension In die 
meristematischen Gewebe-Regionen der Pflanze oder lebens- 
fahiger Teil davon. inokuliert warden. Dabei kann durch 
geeignete Wahl des Applikatlonszeitpunkts im Hinblick auf das 
Enlwicklungsstadium der Empfangerpflanze die Transforma- 
tionshaufigkeit noch zusatziich gesteigerl werden. 
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Beschreibung 

Verfahren zur genetischen Modifikation monokotyler Pflanzen 

Die vorliegende Erfindung betriffl ein nsuartiges Verfahren zur Einschleusung genetischen Materials in 
monokotyle Pflanzen oder lebensfahige Teile davon, unter Verwendung von geeigneten Transfer-Mlkroorga- 
5 nismen, die Expression des eingeschleusten genetischen Materials in monokotylen Pflanzen oder 
lebensfkhigen Teilen davon sowie die nach diesem Verfahren erhaltlichen transgenen pflanzlichen Produkte. 

Angesichts des raschen Anstiegs der Weltbevolkerung und dem damit verbundenen hoheren Nahrungsmit- 
tel- und Rohstoffbedarf gehort die Steigerung des Ertrags von Nutzpflanzen sowie die vennehrte Gevwnnung 
von pflanzlichen Inhaltsstoffen, also der Fortschritt auf denrr Gebiet der Nahrungs- und Heilmittel. zu den 
10 dringlichsten Aufgaben der biologischen bzw. biotechnologischen Forschung. in diesem Zusmmenhang sind 
als wesentliche Aspekte beispielsweise zu nennen: eine Ert^ohung der Resistenz von Nutzpflanzen gegen 
ungunstige Bodenverhaftnlsse oder gegen Krankheiten und Schadlinge. eine gestelgerte Resistenz gegen 
Pflanzenschutzmittel wie Insektizide. Herbizide. Fungizide und Bakterizide. und eine gunstige Veranderung 
des Nahrstoffgehaits oder des Emteertrags von Pflanzen. Solche wunschenswerten Effekte konnten 
15 allgemein durch Induktlon oder vermehrte Bikiung von Schutzstoffen. w^ertvollen Proteinen oder Toxinen 
sowie durch Eingriffe in die reguiatorischen Kreisl§ufe des Pflanzenmetabolismus herbeigefuhrt werden. Eine 
entsprechende Beeinflussung des pflanzlichen Erbgutes kann beispielsweise durch Uebertragung neuer 
Gene in ganze Pflanzen oder Pflanzenzellen erfolgen. 
Viele der aus agrarokonomischer Sicht bedeutendsten Kulturpflanzen gehoren zur Klasse der Monokotyle- 
20 donen, wobei besonders die Famaie der Gramineae hervorzuheben ist, die unsere vnchtigsten Getreidearten 
umfasst, wie z.B, Weizen. Gerste, Roggen, Hafer, Mais. Reis, Hirse, u.a.m. 

Das grosste Problem be! der Anwendung der rekombinanten DMA Technologie bei Pflanzen aus der Gruppe 
der Monokotyledonen liegt im Fehlen von geeigneten Transfer-Mikroorganismen begrOndet, mit deren Hiife fur 
die praktlsche Anwendung ausreichend hohe Transformations-Frequenzen erzielt werden konnen und die 
25 somit als Hilfsmittel fur einen gezlelten Eingriff ins pflanzliche Genom Verwendung finden konntea 
Agrobacterium tumefaciens beispielsweise. einer der am melsten verwendeten Transfer-Mikroorganismen zur 
Einschleusung von genetischem Material in Pflanzen. ist zwar in hervorragender Weise fOr eine genetische 
Manipulation zahlreicher dikotyler Pflanzen geeignet, bei Vertretern der Monokotyledonen. insbesondere bei 
monokotylen Kulturpflanzen, konnten aber bisher noch keine entsprechend zufriedenstellenden Ergebnisse 
30 erzielt werden. Aus der Klasse der Monokotyledonen sind namlich bisher nur einige wenige ausgewahlte 
Familien bekannt geworden. die ebenfalls auf eine Infektion mit Agrobacterium tumefaciens ansprechen und 
damit zumindestens theoretlsch einer genetischen Manipulation zuganglich sein konnten. Bei letzteren 
handelt es sich jedoch aus agrarokonomischer Sicht urn unbedeutende Randgruppen, die ailenfalls als 
Modellpflanzen Bedeutung eriangen konnten. [DDeCleene M. Phytopath. Z , 113 : 81-89. 1985; 2)Hemalsteens 
35 JP et al. . EMBO J . 3: 3039-41. 1984; 3)Hooykaas-Van Slogteren GMS et al. . Nature 311 ; 763-764, 1984; 
4)Graves'ACF and Goldman SL, J, Bacterlol. , 169(4) : 1745-1746. 1987]. 

In jungster Zeit entwickelte Transfonnationsverfahren, die auf einer direkten Einschleusung von exogener 
DNA in pflanziiche Protoplasten beruhen. wie beispielsweise der 'direkte Gentransfer' (5)Hain et al , 1985; 
eiPaszkowski et al. . 1984; 7)Potrykus eTal. 1985 b, c. d; ajLorz et al. . 1985, 9)Fromm et al. . 1985) oder die 
40 Mlkroinjektion (lO)Steinbiss und Stabel, 1983; iDMcrikawa und Yamada. 1985), mussen insofern als 
problematisch angesehen werden. als die Regenerierbarkeit ausgehend von pflanzlichen Protoplasten bei 
einer Vlelzahl von Pflanzenspezies, insbesondere aus der Gruppe der Gramineae . zur Zeit noch ein 
weitgehend ungelostes Problem darstellt. 
Gerade die Familie der Gramineen enthalt aber die aus agrarokonomischer Sicht bedeutendsten 
45 Kulturpflanzen wie beispielsweise Weizen, Gerste. Roggen, Hafer. Mais. Reis. Hirse u.a.m., die von 
besonderem wirtschaftlichem Interesse sind. sodass es als eine vordringliche Aufgabe angesehen werden 
muss Verfahren zu entwickein, die es ermoglichen. unabhangig von den zuvor genannten Einschrankungen, 
auch die Vertreter der Gramineen einer direkten genetischen Modifikation zuganglich zu machen. 
Diese Aufgabe konnte nun im Rahmen der voriiegenden Erfindung uberraschenderweise mit einfachen 
50 Massnahmen gelost werden. Entgegen alien Erwartungen. hat es sich im Verlauf der im Rahmen dieser 
Erfindung durchgefuhrten Untersuchungen uberraschendenveise gezeigt. dass durch die Anwendung 
geeigneter Kultur- und Applikationsmethoden jetzt auch Pflanzen aus der Gruppe der Monokotyledonen unter 
Einsatz bestimmter Transfer-Mikroorganismen. wie beispielsweise von Agrobacterium tumefaciens . zielge- 
richtet transformiert werden konnen. dass heisst. dass nunmehr auch wichtige Vertreter aus der Gruppe der 
55 Monokotyledonen, insbesondere zur Familie der Gramineen gehorige Kulturpflanzen. einer Infektion durch 
besagten Transfer-Mikroorganismus zuganglich sind. 

Besonders hervorzuheben ist die Erweiterung des Wlrtsspektrums von Agrobacterium tumefaciens auf die 
Gramineen, wodurch auch bei Vertretern aus dieser Familie ein direkter und gezielter Eingriff ins Genom 
moglich wird. 

60 Die auf diese Weise tranformierten Pflanzen konnen mittels geeigneter Nachweismethoden identifiziert 
werden. Als besonders geeignet envies sich dabei die Verwendung von Virusgenomen pflanzenpathogener 
Viren. wie beispielsweise von M^ze Streak Virus (MSV), mit deren Hiife sich erfolgreiche Transformatlonen 
anhand der auftretenden Krankheitssymptome sehr effizient nachweisen lassen. 
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Ein Bestandteil der vorliegenden Erfindung betrifft daher ein Verfahren zur Einschleusung von genetischem 
Material in monokotyle Pflanzen Oder (ebensfahige Teile davon, das sich dadurch kennzeichnet. dass man 
einen Transfer-Mikroorganismus. der das genettsche Material in einer transportierbaren Form enthait. durch 
Anwendung geeigneter Kultur-und Applikationsmethoden. die eino Induktion der Virulenz-Genfunktionen des 
Transfer-Mikroorganismus ermoglichen, fur eine Infektion von Monokotyledonen einsetzbar macht und mif 5 
diesem monokotyle Pflanzen Oder lebensfahige Teile davon Infiziert. 

Im Rahman dieses Verfahren werden die Transfer-Mikroorganismus wie beispielsweise Agrobacterium 
tumefactens zweckmassigerweise in einem der ubiicherweise fur die Kultivierung von Mikroorganismen 
venwendeten NShrmedien bei einer Temperatur zwischen 15" und 40"C uber einen Zeitraum von 30 bis 60 
Stunden (h) in einer bewegten Flussigkultur herangezogen. Die bevorzugte Anzuchttemperatur liegt bei 24" lo 
bis 29' C. Anschliessend erfolgen ein oder mehrere Subkultivierungsschritte vorzugsweise im gleichen 
Medium, zweckmassigerweise in einem Verdunnungsverhaltnis von 1 :20, die sich jeweils uber einen Zeitraum 
von 15 bis 30 h, vorzugsweise von 18 bis 20 h erstrecken. Auch in diesem Fall liegt die Kultivierungstemperatur 
bei 15° bis 40"* C, vorzugsweise bei 24** bis 29* C. 

Ein wesentlicher Bestandteil der voriiegenden Erfindung betrifft daher eine weitergehende Differenzierung 75 
des Applikationsortes an der Pflanze und damit die gezielte Applikatlon der transformierenden. 
Mikroorganismen-haltigen Inokulationslosung an genau definierte Stellen der Pflanze. was zu einer 
signifikanten Erhohung der Transfonmatlonshaufigkeit der inokulierten Pfianzen fuhrt. Weiterhin kann durch 
geeignete Wahl des Applikationszeltpunkts Im HInblick auf das Entwicklungsstadlum der Empffingerpflanze 
die Transformationshaufigkeit noch zusatzllch gestelgert werden. 20 

Die vorliegende Erfindung betrifft somit insbesondere ein neuartiges Verfahren zur Einschleusung von 
genetischem Material in monokotyle Pfianzen oder lebensffihige Teile davon, das dadurch gekennzeichnet 1st. 
dass Transfer-Mlkroorganlsmen. die in der Lage sind, besagtes genetisches Material in monokotyle RIanzen 
Oder lebensfahige Teile davon einzuschleusen und die das einzuschleusende genetische Material in einer 
transportierbaren Form enthalten, in Form einer Mikroorganismensuspension in die meristematischen 25 
Gewebe-Regionen der Pflanze oder lebensfahiger Tell davon. Inokullert werden. 

Urn ein klares und einheitliches Verstandnis der Beschreibung und der Anspruche sowle des Urrrfangs, der 
den besagten Anspruchen zukommen soli, zu gewfihrieisten. werden im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
die folgende Deflnitionen aufgestelit: 

Transfer-Mikroorganismus : Mikroorganismus. der einen Tell seiner DMA in pflanzliches Material Oberfuhren 30 
kann (beispielsweise Agrobacterium tumefaciens ). 

T-Repllkon : ein Replikon [laUacob F etal. . 1963]. welches mit Hitfe von Genen. die auf diesem Replikon selbst 
Oder auf einem anderen, im selben Mikroorganismus vorhandenen Replikon lokalisiert sind. in seiner 
Gesamtheit oder als Teilstuck in Pflanzenzellen transportiert werden kann (Belspiel: das Ti-Plasmid von 
Agrobacterium tumefaciens ). ^ 
T-DNA-Grenz-Sequenzen : ("border sequences') DNS-Sequenzen. die In einer oder mehreren Kopien mit Hilfe 
mikrobieller Funktionen DMA-Transfer in pflanzliches Material bewiri<en. 
Gargo-DNA: in einen DNA-Vektor artifiziell eingesetzte DNA. 
genomische DNA: aus dem Genom eines Organismus abgeieitete DNA 

c-DNA: durch Reverse-Transkriptase hergestellte Kopie einer einer mRNA 40 
synthetische DNA: Eine DNA Sequenz. die fur ein spezifisches Produkt, Produkte oder eine blologische 
Funktion kodiert und die auf synthetischem Wege hergestellt wird. 

Heterologe(s) Gen[e) oder DNA : Eine DNA Sequenz. die fur ein spezifisches Produkt. Produkte oder eine 
biologische Funktion kodiert und die von einer anderen Spezies stammt als derjenigen. in welche das besagte 
Gen eingeschleusst wird; besagte DNA Sequenz wird auch als Fremdgen oder Fremd-DNA bezelchnet. 45 
Homologe(s) Gen(e) oder DNA : Eine DNA Sequenz. die fur ein spezifisches Produkt. Produkte oder eine 
biologische Funktion kodiert und die aus der gleichen Spezies stammt. in welche das besagte Gen 
eingeschleusst wird. 

pflanziiche Zellkulturen : Kutturen von pflanzlichen Einheiten wie beispielsweise Protoplasten, Zellkulturzellen. 
Zellen In Pflanzengeweben. Pollen, Pollenschlauchen. Eizellen. Embryosacken. Zygoten und Embryonen In so 
unterschiedlichen Entwicklungsstadien. 

Pflanze: Jedes photosynthetisch aktive Mitglied aus dem Reich Planta. das durch einen membranumhullten 
Nukleus, ein in Fomn von Chromosomen organisiertes genetisches Material, membranumhullte cytoplasmatl- 
sche Organelle und der Fahigkeit zur Durchfuhrung einer Meiose charakterisiert 1st. 

Rlanzen-Zelle : Strukturwelle und physiologische Einheit der Pflanze. bestehend aus einem Protoplasten^und 55 
einer Zellwand. 

Protoplast : aus Pflanzenzellen oder -geweben isolierte zellwandlose "nackte Pflanzenzelle" mit der Potenz zu 
einem Zeliklon oder einer ganzen Pflanze zu regenerieren. 

Pfianzengewebe : Eine Gruppe von Pflanzenzellen. die in Form einer strukturellen und funktionellen Einheit 
organisiert sind. 

Pflanzenorgan : Ein abgegrenzter und deutllch sichtbar differenzierter Teil einer Pflanze. wie beispielsweise 
Wurzel. Stamm. Blatt oder Embryo. 

Vollstandig durchtransformierte Pflanzen : Pfianzen. in denen das Genom jeder Zelle im gewunschten Sinne 
transformiert ist. 

Im einzelnen betrifft die vorliegende Erfindung ein verbessertes Verfahren zur Transformation monokotyler 65 
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Pflanzen mit Hilfe von Agrobacterium- Stammen. die in der I-age sind, besagte Transformation durclizufuhren, 
welches sich dadurch kennzeichnet, dass die Wahl des Inokutationszeitpunktes im Hinblfck auf das 
Entwicklungsstadium der Empfangerpfianze und des inokulationsortes im Bereicli der Waciistumszonen in 
der Weise aufeinander abgestimmt warden, dass eine signiflkante Erholnung der erreichbaren Transforma- 
5 tionsraten eintritt im Vergleich zu bekannten Verfaliren. 

Der erftndungsgemass bevorzugte Zeitpunkt im Hinblick auf das Entwicklungsstadium der Empfangerpfian- 
ze fur die Appiikation der transformierenden Mikroorganismen-hattigen Suspension erstreckt sich uber einen 
Zeitraum, der mit der EntwicWung des pflanzlichen Embryos beginnt und mit dem Erreichen des 
BIQtenstadiums und damit dem Ende der Waclistums- und Entwicklungs-(Drfferenzierungs) phase der 
10 Empfangerpfianze endet. 

Fur die Anwendung des erfindungsgemassen Verfahrens elgnen sich insbesondere Pflanzen. die ein 
Entwicklungsstadium erreich haben. welches sich zwischen der Samenkeimung und dem Erreichen des 
4-Blattstadlums erstreckt. 

In einer weiteren Ausf uhrungsform der vorliegenden Erfindung erfolgt die Inokulatton der Mikroorganismen- 
15 haltigen, transformierenden Inokulationslosung am unreifen, sich entwickelnden Embryo nach der erfolgten 
Bestaubung und Befruchtung der Eizellen durch den Spermakem. bevorzugtenveise jedoch vor der 
Ausbildung der Samenschate. 

Ganz besonders bevorzugt sind 1-3 Tage alte Keimlinge. bei denen der Abstand zwischen dem 
Skutellarknoten und dem apikalen Koleoptilarspitze 1-2 cm betragt Besonders geeignet sind jedoch Pflanzen, 
20 die sk^ in einem Entwicklungsstadium befinden. das eine eindeuttge Identifizlerung des Koleoptilarknotens 
ermoglicht. 

Die Inokulation der Mikroorganismen-haltlgen transformierenden Suspension erfolgt bevorzugtenveise In 
Regionen der Pflanze, die meristematisches Gewebe enthalten. Es handett sich dabei um teilungs- und 
stoffwechseiaktive Gewebeabschnltte, die in erster Linie totipotente embryonale Zellen enthatten. aus denen 
25 sich die Gesamtheit der somatischen Zellen und Gewebe ausdifferenzierl und die damit letztltch auch den 
Ausgangspunkt fur die Entwicklung der Keimzellen bilden. 

Durch Anwendung des erfindungsgemassen Verfahrens konnen daher nicht nur transgene Pflanzen 
erhalten werden, deren somatische Zellen transformiert sind, sondem in erster Linie auch solche Pflanzen. die 
transformierte Keimzellen enthalten. aus denen sich im Verlaufe der weiteren Zell- und Gewebe-Differenzie- 
30 rung transformierte Eizellen und/oder Pollen entwrckein konnen. 

Nach erfolgter Befruchtung unter Beteillgung transformlerter Eizellen und/oder transformierter Pollen erhalt 
man Samen» der transgene Embryonen enthalt und der fur die Herstellung transgener Pflanzen verwendet * 
werden kann. 

Als besonders geeigneter Applikationsort fur das Elnbringen der transformierenden, mikroorganismenhalti- 
35 gen Suspension an bereits in Stengel, Wurzel und Blatter drfferenzierten Pflanzchen, erweist sich der * 
Gren2rt)ereich zwischen Wurzel und Stengel, der sog. Wurzelhals. 

Besonders bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung 1st eine mehrmalige Appiikation der transformierenden 
Mikroorganismen-haltlgen Inokulationslosung In die meristematlschen Gewebeberelche der Pflanze. 
In einer besonderen Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung erfolgt die Appiikation der transformle- 
40 renden, Mikroorganismenhaltigen Suspension am Keimling, ca 1-3 Tage nach der erfolgten Samenkeimung. 
Bevorzugte Applikationsorte sind der Bereich der Koieoptile und der Koleorhtza. 

Sehr gute Transformationsergebnisse lassen sich bei Appiikation in unmittelbarer Nachbarschaft Oder 
insbesondere bei Appiikation direkt in den Koleoptilarknoten erreichen. 
Demnach ist eine weitere, besonders bevorzugte Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung dadurch 
45 gekennzeichnet. dass die Appiikation der transformierenden, Mikroorganismen-haltlgen Inokulationslosung 
1-3 Tage nach der erfolgten Keimung in unmittelbarer Nachbarschaft oder direkt in den Koleoptilarknoten des 
Keimling s erfolgt. 

Das Einbringen der transformierenden, Mikroorganismen-haltlgen Inokulationslosung in die Pflanze kann 
auf vielerlei Art und Weise durchgefuhrt werden, z.B. durch artifizielle Verletzung des epidermalen Gewebes 
50 und Einreiben der Mikroorganismen-haltigen, transformierenden Suspension in das verletzte Gewebe oder 
durch gemeinsame Inkubation des Transfer-Mikroorganismus und der pflanzlichen Protoplasten. 

Bevorzugt ist die Injektion der Inokulationslosung unter Verwendung von Injektionsspritzen, mit deren Hilfe 
eine sehr genau lokalisierte und damit gezielte Appiikation an genau definferten Stellen der Pflanze 
durchfOhrbar Ist. 

55 In der Regel verwendet man hierbei Injektionssprizten mit austauschbaren Injektionskanulen mit einem 
Querschnitt zwischen 0»1 und 0,5 mm, angepasst an die Bedurfnisse und besonderen Anforderungen der 
jeweiligen Pflanzenspezies und deren Entwicklungsstadium zum Zeitpunkt der Appiikation. Das applizierte 
Volumen schwankt ebenfalls in Abhangigkeit von der jeweiligen Pflanzenspezies und deren Entwicklungssta- 
dium zwischen 1 und 20 ul. bevorzuvgt ist ein AppHkationsvolumen von 5-10 iii. 

60 Seibstverstandlich konnen fur die zielgerichtete Appiikation der Inokulationslosung in die Pflanze auch 
andere geeignete Hilfsmittel verwendet werden, wie beispielsweise sehr fein ausgezogene Glaskapillaren. mit 
deren Hilfe unter Verwendung von Mikromanipulatoren kleinste Applikationsmengen in genau definierte 
Gewebeberelche der Pflanze (wie z.B. das Meristem) applrziert werden konnen. 
Die Vorgehensweise bei der Appiikation der Inokulationsldsung an der Pflanze bzw. am Keimling kann 

65 ebenfalls variieren, lasst sich jedoch fur verschiedene Pflanzenspezies ohne weiteres optimieren. Diese 
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Optimierungsversuche konnen von jedem Fachmann tm Rahmen eines normalen Optlmferungsprogrammes 
gemass den Richtlinien der vorliegenden Erfindung ohne nennenswerten Aufwand durchgefuhrt warden. 

Fur die Effektivitat der Transformation ist neben den bereits genannten Parametem auch die Konzentration 
und Wachstumsphase der inokulierten TransfBr-Mikroorganlsmen von Bedeutung. Die bevorzugte Konzentra- 
tion liegt in einem Bereich von 10* bis 10'° Organismen pro ml Inokulationslosung. Besonders bevorzugt ist 5 
eine inokulationskonzentration von 10^ bis 10^ Organismen/mi. 

Im Rahmen dieser Erfindung durchgefuhrte Verdunnungsexperimente haben gezeigt. dass mit zunehmen- 
der Verdunnung der Inokulationslosung eine Abnahme der Transformationshaufigkeit einhergeht. Dabei liegt 
die Effektivitat des Agrobacterium vermittelten DNA Transfers auf monolyte Pflanzen im gieichen 
Grossenordnungsbereich wie der DNA-Transfer auf dikotyle Wirtspflanzen (Ergebnis-Teil. Punkt D). 10 

Variationsmoglichkeiten im Rahmen des erfindungsgemassen Verfahren betreffen somit beispielsweise die 
Wahl der Applikationsmethode. der Einstechtiefe in das pflanzliche Gewebe, der Zusammensetzung und 
Konzentration der Bakleriensuspension sowie die Anzahl der pro Infektion vorgenommenen Inokulation. 

In einer weiteren spezifischen Ausfuhrungsform der voriiegenden Erfindung. erfolgt die Applikation der 
transfomnierenden, Mikroorganismen-haltigen Losung nach Dekapitieren der Koleoptllarspitze im Bereich des 15 
Koleoptilarknotens unmittelbar In das Koleoptilarknotengewebe. Dabei kann der grosste Tail der Piumula 
entfernt warden, ohne dass der Keimling in seiner weiteren Entwicklung nachteilig beeintrachtigt wird. 

Eine bevorzugte Applikationsmethode umfasst auch In diesem Fall die Verwendung von Injektionsspritzen. 
wobei dei Einstechtiefe innerhalb bestimmter Grenzen variiert werden kann. in Abhangigkeit von der 
Entfernung der Dekapitationsstelle vom Koleoptilarknoten. Bevorzugt ist in jedem Fall eine Inokulation 20 
unmittelbar In das Koleoptilarknotengewebe. 

Die Applikation der Inokulationslosung kann sowohl in die peripheren Gewebeabschnltte. als auch 
insbesondere in den zentralen Teil des offengelegten Koieoptilarknoten-Gewebes erfolgen. wobei die 
meristematischen Gewebeabschn'rtte besonders bevorzugt sind. 

Bei der Verwendung unrelfer Embryonen kann neben den bereits envShnten Inokulationstechniken ein 25 
Verfahren angewendet werden. bei dem der Embryo zunachst von der Mutterpflanze praparativ entfernt und 
anschliessend in einem geeigneten Kulturmedium mit dem Transfer-Mlkroorganismus in Kontakt gebracht 
wird (14) Gurture and Somatic Cell Genetics of Plants. Vol. 1, ed. IK Vasil. Academic Press, Inc.. 1984; 15) 
Pareddy DR. et ai . 1987, Planta, 170: 141-143. 1987). 

Als Transfer-Mikroorganismen, die in der Lage sind, genetisches Material auf monokotyle Pflanzen zu 30 
ubertragen und die in dem erfindungsgemassen Verfahren eingesetzt werden kSnnen. kommen in erster Unle 
' Mikroorganismen in Frage. die eIn T-Replikon enthalten. 

Unter Mikroorganismen. welche ein T-Repiikon enthalten, sind insbesondere Bakterien, vorzugsweise 
Bodenbakterien und von diesen vor allem solche der Gattung Agrobacterium . zu verstehen. 
I Es versteht sich von selbst, dass im Rahmen des erfindungsgemassen Verfahrens nur Bakterienstamme zu 35 

verwenden sind, die unbedenkllch sind, das heisst z.B. Bakterienstamme die in der freien Natur nlcht 
lebensfahig sind. bzw. keine okologischen Probleme verursachen. 

Als T-Replikon kommt besonders ein bakterielles Replikon, wie ein Replikon von Agrobacterium . 
insbesondere von einem Tl- oder Ri-Plasmid eines Agrobacteriums , in Betracht. 

Ti-Plasmide besitzen zwei Regionen. die fur die Herstellung transformierter Zellen essentiell sind. Bei 40 
dikotylen RIanzen wird eine davon, die Transfer-DhiA Region, auf die Pflanze ubertragen und fuhrt zur 
Induktion von Tumoren. Die andere, die virulenzverleihende (vir) Region, ist nur fur die Ausbiidung, nicht aber 
fur die Aufrechterhaltung der Tumoren essentiell. Die Transfer-DNA Region kann in ihren Dimensionen durch 
Einbau von Fremd-DNA vergrossert werden, ohne dass die Uebertragungsfahigkeit beefntrachtigt wird. Durch 
Entfemen der tumorverursachenden Gene, wodurch die transgenen Planzenzellan nicht-tumoros bleiben und 45 
durch Einbau eines selektionierbaren Markers, kann das modifizierte Tl-Plasmid als Vektor fur den Transfer 
von genetischem Material in eine geeignete Pflanzenzelle verwendet werden. 

Die wr-Region bewirkt den Transfer der T-DNA Region von Agrobacterium auf das Genom der 
Pflanzenzelle, unabhangig davon. ob die T-DNA-Region und die vir-Region auf demselben Vektor oder auf 
verschledenen Vektoren innerhalb derselben Agrobacterium -Zelle voriiegen. Eine vir-Region auf einem 50 
Chromosom induziert ebenso den Transfer der T-DNA von einem Vektor In eine Pflanzenzelle. 

Bevorzugt wird ein System zur Uebertragung einer T-DNA-Region von einem Agrobacterium in 
RIanzenzellen, das dadurch gekennzeichnet ist, dass die vir-Region und die T-DNA-Reglon auf verschledenen 
Vektoren liegen. Ein solches System ist unter dem Begriff 'binares Vektor-System" bekanni und der die 
T-DNA enthaltende Vektor wird als ein "binarer Vektor' bezeichnet. 55 

Jeder T-DNA enthaltende Vektor, der in Pflanzenzellen ubertragbar ist und der eine Detektion der 
transform ierten Zellen eriaubt, ist fur die Verwendung im Rahmen dieser Erfindung geeignet. 

Pflanzenzellen oder Pflanzen. die gemass der voriiegenden Erfindung transfonniert worden sind, konnen 
mit Hilfe eines geeigneten phenotypischen Markers, selektioniert werden. Beispiele solcher phenotyplscher 
Mariner, die aber nicht als limitierend aufzufassen sind, beinhalten Antibiotikaresistenz-Marker, wie 60 
beispielsweise Kanamycinresistenz- und Hygromycinresisteru-Gene, oder Herbizldresistenz-Marker. Andere 
phenotypische Mari<er sind dem Fachmann bekannt und konnen ebenfalls im Rahmen dieser Erfindung 
verwendet werden. 

Eine bevorzugte Ausfuhrungsform der voriiegenden Erfindung betrifft ein neuartiges, generell anwendbares 
Verfahren zur genetischen Modifikation von Pflanzen aus der Gruppe der Monokotyledonen durch 65 
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Einschleusung viraler DNA Oder ihrer Aequivalente in ganze Pflanzen, oder lebensfahlge Teile davon. 

Es ist bereits in einlgen Fallen gelungen, ausgewahlte DNA-Fragmente in Virus-DNA einzubauen und dann 
mit dem Vims in einen anderen Organismus einzuschleusen. WShrend die meisten Pflanzenviren unter 
naturlichen Bedrngungen durch Inselrten Qbertragen werden. welche bei der Nahirungsaufnaiime an infizierten 
5 und nicht-infizierten Pflanzen fressen und hierdurch eine Neuinfektion von Pflanzen vemrsachen. Ist dfeser 
Weg fur eine gezielte und systematische Uebertragung zu aufwendig und zu sciiwer kontrollierbar. So wurden 
beispielsweise fur eine solche Metiiode unter kontroilierten Bedingungen herangezOchtete Insektenpopula- 
tionen benotigt. Femer ware insbesondere bei grossen Mengen an Pflanzenmalerial eine pianmassige 
Vimsinfektion seiir sciiwierig zu erreichen. 
10 Die in der Genteciinologie angewendete Methode der meciianischen inokulation von Blattem mit Viren ist in 
der Praxis nur begrenzt anwendbar. da klonierte virale DIvIA nur in manchen Fallen infektios ist, in vielen 
anderen Fallen dagegen nicht. Obwolii es mogiich ist gewisse Arten von Virusgenomen in Bakterien zu 
klonieren und zu studieren, wie beispielsweise Einzelstrang-DNA-Viren, welche durch Klonierung von 
Doppelstrang-DNA erhalten werden [i 6)Mullineaux PM etai. . (1984)], konnen doch vlele in Bakterien klonierte 
15 Viren nicht wieder in die Pflanzen eingeschleust Oder zur Infektion von pflanzDchem Material venvendet 
werden. Damit ist aber auch die Anwendung von Methoden wIe der In-vitro-Mutagenese und der 
rekombinanten DNA Technologie fur grundlegende Untersuchungen wie auch fur den Einsatz solcher Viren 
als Trager von ausgewahlter Fremd-DNA ausgeschlossen. 

Derartlge Probleme treten bei Anwendung des nachstehend beschriebenen. erfindungsgemassen 
20 Verfahrens nicht auf. 

Besonders bevorzugt sind dabel Konstruktionen, die ein oder mehrere virale Replikons oder Telle eines 
viralen Replikon in einer Welse eingebaut enthalten, die eine Freisetzung und Replikation des viralen Replikon 
In der pflanziichen Zelle eriaubt. unabhangig von der chromosomalen DNA. 

Diese Anordnung des viralen Replikons ermdgllcht damit eine Freisetzung infektioser viraler DNA aufgrund 
25 elner Intramolekularen Rekombination, via Transkription, Revers-Transkription oder anderer Methoden der 
Umlagerung genetischen Materials. 

Besonders bevorzugt im Rahmen der vorliegenden Erfindung ist ein T-Replikon. wie beispielsweise ein 
ThPlasmid oder ein Rl-Plasmid eInes Agrobactenums. welches virale DNA, beispielsweise DNA von 
Maize-Streak Virus (MSV), welche gewunschtenfalls Cargo-DNA eingetiaut enthait, In Nachbarschaft zu einer 
30 Oder mehreren T-DNA-Grenz-Sequenzen enthalt, wobei die Entfernung zwischen viraler DNA und 
T-DNA-6renz-Sequenz(en) so gewahit ist, dass die Uebertragung der viraien DNA einschliesslich 
gegebenenfalls vorhandener Cargo-DNA in pflanziiches Material erfolgt. 

Als Cargo-DNA konnen sowohi homologe als auch heterologe Gen(e) oder DNA sowie synthetische Gen(e) 
Oder DNA gemass der im Rahmen der vorliegenden Erfindung gemachten Definition verwendet werden. 
35 Die kodierende DNA-Sequenz kann ausschliessllch aus genomlscher. aus cDNA bzw. synthetischer DNA > 
konstruiert sein. Eine andere Moglichkeit besteht in der Konstruktion einer hybrlden DNA-Sequenz bestehend 
sowohi aus cDNA als auch aus genomlscher DNA und/oder synthetischer DNA. 

In diesem Fall kann die cDNA aus demseiben Gen stammen wie die genomische DNA oder aber. sowohi die 
cDNA, wie auch die genomische DNA konnen aus verschiedenen Genen stammen. In jedem Fall konnen aber, 
40 sowohi die genomischen DNA und/oder die cDNA. jede fOr sich. aus dem gleichen oder aus verschiedenen 
Genen hergestellt sein. 

Wenn die DNA-Sequenz Anteile von mehr als einem Gen beinhaltet, konnen diese Gene entweder von ein 
und demseiben Organismus, von mehreren Organismen, die mehr als einem Stamm. einer Varietat oder einer 
Spezies derselben Gattung angehoreh, oder aber von Organismen, die mehr als einer Gattung derselben Oder 
45 einer anderen taxonomischen Einheit (Reich) angehoren, abstammen. 

Die verschiedenen DNA-Sequenzabschnitte konnen mit Hflfe an sich bekannter Methoden miteinander zu 
einer vollstandigen kodierenden DNA-Sequenz verknupft sein. Geeignete Methoden schliessen beispielswei- 
se die in vivo Rekombination von DNA-Sequenzen, die homologe Abschnitte aufweisen sowie die in vitro 
VerknQpfung von Restrlktionsfragmenten mit ein. 
50 Das erfindungsgemasse Verfahren besteht somit im wesentlichen darin, dass man 

a) in ein T-Rep!ikon. wie beispielsweise ein Tl-Plasmid oder ein Ri-Plasmid eines Agrobactenums. virale 
DNA, beispielsweise DNA von Maize-Streak Virus (MSV). welche gewunschtenfalls Cargo-DNA 
eingebaut enthalt. in Nachbarschaft zu einer oder mehreren T-DNA-Grenz-Sequenzen einsetzt, wobei die 
Entfernung zwischen viraler DNA und T-DNA-Grenz-Sequenz(en) so gewahit ist, dass die Uebertragung 

55 der viralen DNA einschliesslich gegebenenfalls vorhandener Cargo-DNA in pflanziiches Material erfolgt. 

b) anschfiessend die Aufnahme des Replikons in einen Tnansfer-Mikroorganismus veranlasst, wobei 
das Replikon in denTransfer-Mlkroorganismus gelangt. 

c) mit dem gemass b) modifizierten Transfer- Mikroorganismus Pflanzen aus der Gruppe der 
Monokotyledonen oder lebensfahlge Teile davon, infiziert. 

60 Dieses Verfahren gewahrleistet. dass nach Induzierung der mikrobiellen Funktionen, welche den Transfer 
der Plasmid-DNA in die Pflanze fordern. auch die eingesetzte Virus-DNA Obertragen wird. einschliesslich der 
gegebenenfalls vorhandenen Cargo-DNA. 
Das erfindungsgemasse Verfahren besteht somit im wesentlichen aus folgenden Teilschritten: 

a) Isolierung von viraler DNA oder ihren Aequivalenten (s. weiter unten) aus infizierten Pflanzen, 
65 beispielsweise solchen der Gattung Zea und Klonierung dieser DNA in Vektoren eines geeigneten 
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Bakteriums. wie beispieisweise Escherichia coli ; 

b) Aufbau eines Plasmids { = BaP), welches ein Oder mehr ais ein virales Genom Oder aber Teile viraie 
Genome enthalt, welche sich In Nachbarschaft zu einer Oder mehrerenT-DNA-Grenz-Sequenze befinden, 
wobei die Entfemung zwischen viraler DMA und T-DNA-Gren2-Soqu8nz(en) so gewahit ist. dass die 
Uebertragung der viralen DNA einschjiesslich der gegebenenfalls darin eingebauten Cargo-DNA in ganze 5 
Pflanzen Oder lebensfahige Teile davon erfolgt; 

c) Konstruktion eines Vektor-Systems durch UeberfOhrung des Plasmids BaP In einen Transfer-Mikro- 
organismus (beispieisweise Agrobacterlum tumefaciens oder Agrobacterium rhizogenes ) ; 

d) Infektion ganzer monokotyler Pflanzen oder lebensfahiger Teile davon mit dem vorstehend unter c) 
aufgefOhrtenVektor-System. 

Die Venvendung von Vektor-Systemen, wie sie vorstehend unter c) beschrieberi sind, sowie neue 
Vektor-Systeme. wie beispieisweise Bakterien des Stammes Agrobacterium tumefaciens (RifR)C58(pTl 058; 
pEAP 200) sowie Agrobacterium tumefaciens C58 (pTiC58; pEAP37). C58 (pTiC58; pEAP29). C58 (pTiC58; 
pEAP40) sowie C58(pTiC58. MSV 109) zur gezielten Transformation monokotyler Pflanzen oder lebensfahiger 
Teile davon bilden wertere Gegenstande der vorliegenden Erfindung. /5 

Ganz besonders bevorzugt sInd Bakterien des Stammes Agrobacterium tumefaciens C58 (pTiC58- 
pEAP37), C58 (pTiC58; pEAP29), C58 (pTic58; pEAP40) sowie C58 (pTiC58. MSV 109). 

Unter viraler DNA und Ihren Aequivalenten sInd im Rahmen der voriiegenden Erfindung Insbesondere 
folgende DNA-typen zu verstehen: 

- doppelstranglge DNA-Formen von Einzelstrang-DNA-Viren (beispieisweise Gemini-Viren. wfe Maize Streak 20 
Virus (MSV)) 

- naturliche Virus-DNA (beispieisweise CaMV); 

- cDNA-Kopien von Virus-RNA oder Viroid-RNA (beispieisweise von Tabak-Mosaik-Vlrus oder Cadang-Ca- 
dang-Viroid); 

- jegliche lethalen oder lebensfahlgen Mutanten von Viren; 25 

- klonierte DNA unter dem EInfluss viraler Repllkations- und/oder Expresstonsslgnale; 

- klonierte DNA unter dem EInfluss eukaryontischer Replikations-und/oder Expressionssignale; 

- Teile von Virus-DNA; 

- Aequivalente der vorstehend aufgefuhrten DNA-Typen in Tandem-Form und 

- Aequivalente der vorstehend aufgefuhrten DNA-Typen mit eingebauter Cargo-DNA. 30 
Die am Beispiel des vorstehend beschrtebenen Vektor-Systems beschriebene Anwendung des 

erfindung sgemassen Verfahrens hat z.B. folgende gravierende Vorteile: 

- Eine Erweiterung des Wirtsbereichs von normalerwelse Dikotyledonen-spezifischen Transfer-Mikroorganis- 
men, wie zum Beispiel Agrobacterium tumefaciens oder Agrobacterium rhizogenes . auf Monokotyledonen. 

- Die Moglichkeit der systemischen Infektion ganzer Pflanzen durch Verwendung viraler DNA bzw. deren 35 
Aequivalente. 

- Die Erzielung der Infektiositat von Viren, welche bisher artlficziell nicht zur Infektion gebracht werden 
konnten (beispieisweise Maize-Streak-Virus), unter Umgehung der naturlichen Vektoren wie beispieisweise 
Insekten. 

- Die Moglichkeit der Manipulation von Virus-DNA in einem bakteriellen System wie beispieisweise E. coli . 40 
• Eine Erweiterung des Wirtsbereiches von Viren. 

- Eine Vereinfachung der Inokulation durch Vermeidung der DNA-Reinigung und drastische Verminderung der 
zur Inokulation erforderiichen Menge an Inokulum. 

- Moglichkeit der Transformation von Zellen, Geweben und ganzen Pflanzen, wodurch Einschrankungen, die 

auf Grund von Schwierigkeiten bei der Regeneration ganzer Pflanzen aus Protoplasten auftreten kfinnen, 45 
uberwunden werden. 

- Unter Kontrolle bakteriell kodierter Funktionen kann die T-DNA, einschliesslich der ausgewahlten viralen 
DNA, in das Wirtsgenom eingebaut werden. Da in manchen Fallen nach elner Transformation mit Bakterien aus 
einer Einzelzelle eine ganze Pflanze regeneriert werden kann, kann viraie DNA in das nuWeare Genom 
samtlicher Zellen einer Pflanze eingefuhrt werden. Solche integrierten Virusgenome konnen. 50 

a) auf sexuellem Wege auf die Nachkommenschaft ubertragen werden; 

b) eine Infektion mit uberinfizierenden Viren verhlndem; und 

c) gegebenenfalls ais Quelle dienen fur wertere, gegebenenfalls auch ausgewahfte Cargo-DNA 
enthaltende Viruskopien. welche sich via Transkription. Revers-Transkription, homologe Rekombination 
Oder andere Methoden der Umlagening genetischen Materials von der integrierten Kople absetzen. 55 

d) Ferner kann moglicherweise eine Zweitinfektion ("Superinfection") von pflanzlichem Material, 
welches Teile viraler Genome in die nukleare DNA eingebaut enthalt, 

a) zur Entwicklung besserer vlralenr Vektoren fuhren, da die Expression viraler Gene aus der 
nuklearen DNA vielleicht die Moglichkeit bietet, in dem die Zweitinfektion bewlrkenden Virus viraie 
DNA durch Fremd-DNAzuersetzen; und 50 

p) zum besseren Verstandnis der Wirt-Parasiten-Bezlehungen und damit zur besseren 
Schutzbarkeit der Pflanzen in erheblichem Masse beitragen. 
Es werden somit eine Vielzahl von Ausfuhrungsformen von dem breiten Konzept dieser Erfindung umfasst. 
Unter Anwendung des vorstehend beschriebenen Verfahrens lasst sich in das Virusgenom eingebaute 
Cargo-DNA ebenfalls in pflanzllches MateriaJ transportleren und darin ausbrelten. Die Ausbrertung der Viren 65 
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und damit auch des durch sie transportierten Fremdgens in Pflanzen ist insbesondere dann ausserordentlich 
vorteilhaft. wenn die Pflanzen asexuell vermehrt warden sollen oder auf direktem Wege und in kurzester Zeit 
gegen schadigende Einfiusse geschutzt werden sollen; beispielsweise durch Einbringen eines Resistenzgens 
in die Pflanzen. 

5 Das erflndungsgemasse Verfahren ist insbesondere dazu geeignet, ausgewahlte Gene und damit eine 
gewunsctite Eigenschaft in pflanzliches Materia!, aber auch ausgewachsene Pflanzen, einzuschleusen und 
darin zu verbreiten. 

Das erflndungsgemasse Verfahnen lasst sich auch im Pfianzenschutz einsetzen. urn Pflanzen durch einen 
Transfer-Mikroorganismus. wis vorstehend beschrieben. gegen Virusbefall zu ■Immunisleren". Indem man die 

10 Pflanzen mrt einem geschwachten. nicht pathogenen oder nur schwach pathogenen Virus transformiert. was 
dazu fuhrt, dass man sie auf diese Weise vor unerwQnschten. weiteren Virusinfektionen schutzt. 

Als virale DHA, welche im Rahmen des erfindungsgemassen Verfahrens venvendel werden kann» lasst sich. 
ohne dass dies eine Beschrankung darstellt, beispielsweise DNA von Caulimoviren, einschliesslich Cauliflower 
MosaJk Virus (CaAAV), des weiteren DNA von Vertretenn der Geminiviren. wie z.B, von Bean Golden Mosaic 

IS Virus (BGMV), Ghloris Striate Mosaic Virus (CSMV). Cassava Latent Virus (CLV). Curly Top Virus (CTV), Maize 
Streak Virus (MSV), Tomato Golden Mosaic Virus (TGMV) und Wheat Dwarf Virus (WDV) verwenden. 

Verfreter aus der Gruppe der Caulimovinen, Insbesondere aber Cauliflower Mosaik Viren, sind fur eine 
Verwendung im Rahmen des erfindungsgemassen Verfahrens besonders geeignet. da sie aufgrund ihres 
Genomaufbaus {doppelstrangige DNA) einer genetischen Manipulation unmittelbar zuganglich sind. 

20 Alia bisherigen Experimente und die damft verbundenen Beobachtungen sprechen dafur, dass auch die 
Vertreter der Geminiviren. deren Genom aus einzelstrangiger (ss) DNA aufgebaut Ist, als Vektoren fur die 
Uebertragung genetischen Materials eingesetzt werden konnen. Zudem ist auch bekannt. dass im Verlauf des 
EntwicklungszyWus der Geminiviren doppelstrangige ds-DNA in infizierten Pflanzen gebildet wird und dass 
diese ds-DNA infektfos ist [i7iKegamI M et al. , Proc. Natl. Acad. Sci., USA . 78: 4102, 1981]. 

25 Damit kommen auch Vertreter aus der Gruppe der Geminiviren. die im Veriaufe Ihres Entwicklungszyklus 
ds-DNA bilden und damit einer direkten genetischen Manipulation zuganglich sind, im Rahmen der 
voriiegenden Erfindung als Trager fremden genetischen Materials in Frage. 

Ein weiterer Gegenstand der voriiegenden Erfindung betrifft die Verwendung von Geminiviren als Marker, da 
sich erfolgreiche Genubertragungen auf Pflanzen unter Einsatz von Viren sehr leicht an den melst 

30 makroskopisch sichtbaren Infekttonssymptomen erkennen lassen. z.B. an Hand von gelben Punkten oder 
Streifen, an der Basis neugebildeter Blotter bei Verwendung von MSV. 

Der Wirtsbereich der Geminiviren umfasst eine ganze Reihe von wirtschaftlich bedeutenden Kulturpflanzen. 
wie Mais. Weizen. Tabak. Tomaten. Bohnen, sowie zahlrelche tropische Pflanzen. 
Von besonderer kommerzieller Bedeutung ist der Wirtsbereich von Maize Streak Virus, der zahlreiche 

35 monokotyle Kultur- und Getreidepflanzen umfasst. wie z.B, Mais. Reis, Weizen, Hirse. Sorghum, sowie 
verschiedene afrikanische Qraser. 

Das erilndungsgemasse Verfahren ist insbesondere geeignet zur Infektion ganzer Pflanzen aus der Klasse 
der Monocotyledoneae oder lebensfahiger Teile dieser F^anzen. wie z.B. pflanzliche Gewebekulturen oder 
Zellkulturzellen mit viraler DNA sowie deren Aequivalenten. Ein weiterer Gegenstand dieser Erfindung betrifft 

40 daher die aus dem erfindungsgemassen Verfahren resultlerenden transformierten Protoplasten. Pflanzenzel- 
!en. Zellklone. Zellaggregate, Pflanzen und Samen sowie deren Nachkommen, die die durch die 
Transformation erzeugte neue Eigenschaft aufwelsen. ferner alle Kreuzungs- und Fusionsprodukte des 
transformierten Pfianzenmaterials, die die durch die Transformation erzeugten neuen Eigenschaften 
aufweisen. 

45 Ebenso ein Bestandteil der voriiegenden Erfindung sind transformierte ganze Pflanzen sowie Icbensmhrge 
Teile dieser Pflanzen. insbesondere Pollen. Eizellen. Zygoten, Embryonen oder jedes beliebige andere aus 
transformierten Kelmbahnzellen hervorgegangene Vermehrungsgut. 

Weiterhin werden durch die voriiegende Erfindung auch voilstandig durchtransformierte Pflanzen umfasst, 
die aus lebensfahigen Teilen transformierter monokotyler Pflanzen regeneriert worden sind. 
50 Monokotyle Pflanzen. die fur die erflndungsgemasse Verwendung geeignet sind, schliessen beispielsweise 
Spezies aus den Familien Alliaceae , Amaryllidaceae , Asparagaceae , Bromeliaceae . Gramineae , Uliaceae , 
Musaceae . Orchidaceae oder Palmae ein. 

Besonders bevorzugt sind dabei Vertreter aus der Familie der Gramineae . wie z.B. Pflanzen die grossfiachig 
angebaut werden und hohe Emteertrage liefern. Als Beispiele seien genannt; Mais, Reis, Weizen. Gerste. 
55 Roggen, Hafer oder Hirse. 

Weitere Zielkulturen fur die Anwendung des erfindungsgemassen Verfahrens sind beispielsweise Pflanzen 
der Gattungen Allium , Avena . Hordeum . Oryzae . Panlcum . Saccharum , Secale . Setaria. Sorghum . Tnticum. 
Zea . Musa , Cocos, Phoenix und Elaeis . 
Der Nachweis einer erfolgreichen Transformation durch Uebertragung von MSV DNA auf die jeweilige 
60 Testpflanze kann auf an sich bekannte Weise erfolgen. beispielsweise anhand von Krankhertssymptomen 
sowie durch molekularbiologisciie Untersuchungen, zu denen besonders die "Southern-blot"-Analyse gehort. 

Die extrahierte DNA wird zunachst mit Restriktionsenzymen behandell. anschliessend einer Elektrophorese 
in 1 o/o-igem Agarose-Gel unterworfen. auf eine Nrtrozellulosemembran [22) Southern. E.M., J.Mol.Biol. 98. 
503-517 (1975)] transferiert und mit der nachzuweisenden DNA. welche zuvor einer Nick Translation [23) 
65 Rigby. W.J., Dieckmann. M.. Rhodes. C. and P. Berg, J.Mol.Biol. 113, 237-251)] unterworfen wurde 
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(DNA-spezifische Aktivilaten von 5 x 108 x 108 c.p.mV^ig) hybridlsiert. Die Filter werden dreimal je eine 
Stunde lang mit einer wassrigen Losung von 0.03 M Natriumcitrat und 0.3 M Natriumchlorld bei 65" C 
gewasciien. Die hybridisierte DNA wird durch Schwarzung eines Rontgenfilms wahrend 24 bis 48 Stunden 
sichtbar gemachl. 

Zur Illustration der eher allgemeinen Beschreibung sowie zum besseren Verstandnis der vorliegenden 
Erfindung soil nunmehr aut spezifische Ausfuhrungsbeispiele Bezug genommen werden, die keinen 
limrtierenden Charakter liaben, es sei denn es wird spezlelle darauf hingewiesen. 

Nichtlimitierende Ausfuhrungsbeispiele : 

Beispiel 1: Konstruktion eines Vektors mit dlmerem MSV-Genorti 

Die Isolierung von MSV-Genom kann aus in der Natur vorhandenen. infizierten Maispflanzen qemass 
1 6)Mullineaux PM elal. EMBOJ. 3: 3063-3068, 1984 erfolgen. Dabei dient Virion ss DNA als Matritze fOr die in 
vitro Synthese doppelstrangiger MSV-DNA unter Venvendung von Klenow-Polymerase I und eineS 
endogenen Primer [i8)Donson J et al. , EMBO J , 3: 3069-3073. 1984]. 

EIne andere Moglichkeit besteht In der Isolierung von doppelstangiger MSV-DNA ('supercoiled MSV-DNA') 
direkt aus rnfiziertem Blattmateriaf. Doppelstrangige MSV-DNA wird als Intermediarprodukt bei der 
Virus-Replikation gebildet. Sie wird als Veplicatlve fomn DNA* oder 'RF-DNA' bezeichnet 

Die Klonierung der MSV-Genome erfolgt durch Einbau der RF-DNA bzw. der In vitro synthetisierten DNA in 
einen durch BamHI linearisierten pUC9 Vektor [19) Vieira T and Messing T. Genel9: 259 - 268 19821 Zur 20 
Identifizierung der rekombinanten Phagen wird der lac Komplementations-Tiithelingezogen ' 

Die weitere Vorgehensweise besteht zunachst Im Ausschneiden der klonierten MSV-DNA an der einzigen 
BamHI-Restriktionsschnittstelle. Das anfallende linearisferte DNA-Fragment wird anschliessend nach 
gelelektrophoretischer Auflrennung des DNA-Gemisches. isoliert. [20)ManIatls et al. . (1982)] 

Bel Virusstammen mit zwei oder mehreren BamHI-Restriktionsschnittstelliirwird das MSV-Genom 25 
entweder partiell verdaut oder man sucht erne andere geeignete Schnlttstelle, die nur einmal im MSV-Genom 
vorkommt. Letzteres gilt auch fur den Fall, dass keine BamHI Schnittstelle im MSV-Genom existiert 

Es foigt das EInsplelssen des BamHI-Fragmentes in Tandem-Anordnung In die Bglll Schnittstelle des 
Plasmids PGA471 12i)An G etaL. EMBOJ , 4: 277-284. 1985]. welche sich zwischen den T-DNA-Grenzsequen- 
zen beftndet. Dieses sogenannte Tandem-Klonleren kann uber die jeweiligen Konzentrationen von Vektor und 30 
Insert gesteuert werden. In der Ugationslosung sollte das Insert im Ueberschuss vorilegen Das bevorzugte 
Konzentrationsverhattnis liegt in diesem Fall bei 10:1 (lnsert:Vektor). 

Bei dem Plasmid pGA471 handelt es sich um einen sogenannten Shuttle-Vektor. der sowohl in E.coll wis 
^^^^ Agrobacterlum tumefaciens in Anwesenhelt von Tetrazyklin stabil repliziert wird 

Dieser Vektor besitzt neben dem zwischem den T-DNA Grenzsequenzen liegenden ColEI-Replikationsur- 35 
sprung einen weiteren Replikationsursprung, der einen weiten Wirtsbereich umfasst und die Erhaltung des 
Plasmids In Agrobacterium tumefaciens eriaubt. Dieser Replikationsurspnjng stammt aus dem Plasmid 
PTJS75. einem Plasmid mit weitem Wirtsbereich und einem Tetrazyklin-Resistenz-Gen, einem Abk6mmlina 
von RK2 f2i)An G et_al., EMBO -J . 4: 277-284, 1985). 

Weitere charakteristische Eigenschaften des Plasmids pGA471 sind: 40 
1) Der Besttz verschiedener Restriktlonsschnittstellen zwischen den T-DNA-Grenzsequenzen die einen 
Eiribau von Fremd-DNA ermoglichen; 2) eine cos-Region des Bakteriophagen X, die eine Klonierung grosser 
DNA-Fragmente (25-35 kb) eriaubt; 3) ein chlmares Markergen. zusammengesetzt aus den Kontrollsequen- 
zen des Nopalin-Synthase-Gens (nos) und einer fur Neomycin-Phosphotransferase codierenden DNA-Se- 
quenz sowie 4) eine bom-Schnittstelle. die eine Mobilisierung des Plasmids aus E. coil In Aqrobacterium 4S 
tumefaciens ermoglicht. — * 

Die oben erwahnte Inkubationslosung. enthaltend den Vektor sowie die einzusplelssende MSV-DNA 
bevorzugtenveise in einem Konzentrationsverhaltniss von 1:10. wird fur die Transformation des Ecoli 
Stammes DH1 [22)Hanahan D and Meselson M, Gene .10: 63-67, 1980] verwendet. Die Selektionierung eTfolHt 
aufgrund der Tetrazyklin-Resistenz der transformierten Klone sowie von Hybridisierungsexperimenten unter 50 
Venvendung radioaktiv markierter MSV-DNA. 

Eine Auswahl positiver Klone wird anschliessend auf das Vorhandensein von MSV-Genomen In 
Tandem-Anordnung unlersucht. Dazu wfrd die Plasmid-DNA nach an sich bekannten Methoden [20)Manlatis 
elaK, (1982)] aus den positiven Klonen isoliert und anschliessend einer Restriktionsanalyse unterzogen - 

Emer der Tandem Klone* wird selektioniert und von E.coli DH1 auf Agroba cterlum tumefaciens (RifR) C58 55 
(pTiCSS) Obertragen. — - 

Die Uebertragung erfolgt in einem 'triparenteral mating\ wie bei 23)Rogers SG et al, (1986) ausfiihriich 
beschneben. Zur Selektion werden in diesem Fan Rifampicin (lOO-ng/ml) und TetraciffiFTSjig/ml) venvendet 
Die erfolgreiche Uebertragung der dimeren MSV-Genome wird mit Hilfe der Southern Hybridisierunq aetestet 
[24)Dhaese P et al. . Nucleic Acids Res. 7: 1837-1849, 1979]. ^ 

Agrobacterium tumefaciens (RifR) 058 (pTiCSS) [25)Holsters etaL, Plasmid . 3, 212, 1980], enthaJt ein Wildtyp 
Ti-Plasmid mit intakten Virulenzfunktionen. wodurch die Mobilisierung des 'Shuttle Vektors' In die pfianzliche 
Zeile emnoglicht wird. 

Der auf die oben beschriebene Weise transformierte Agrobacterium- Stamm erhalt folgende Stammbezeich- 
fiung: Agrobacterium tumefaciens (RifR) 058 {pTiC58; pEAP 200). 55 
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Beispiel 2: Konstaiktion eines Kontrollvektors 

Zur Konstruktion eines KontroDvektors ohne T-DNA Grenzsequenzen wird das Plasmid pRK252 Kanlll 
venvendet. ein Abkommling des Plasmids pRK [26)Bevan M, Nucleic Acid Res. , 12: 204-207, 1984)], das keine 
5 T-DNA Grenzsequenzen aufweist. 

Der Einbau des dimeren l^SV-Genoms in den Kontrollvektor erfolgt durch Einspleissen des oben 
beschriebenen BamHI Fragmentes (siehe Seite 24) in Tandem-Anordnung mit Hilfe eines Sall/BamHI 
Adaptors in die Sail Schnittstelle des Plasmids pRK252 Kanlll. 

Die Mobilisierung des Kontrollvektors in Agrobacterium tumefaciens (RifR) C58 (pTiCSS) erfolgt uber ein 
10 'triparenteral mating*, wie bei 23)Rogers SG et al. . 1986) ausfQhrllch beschrieben. 

Der transformierte Agrobacterium- Stamm erhalt folgende Stammbezeichnung: Agrobacterium tumefaciens 
(RifR) C58 (pTIC58; pEA 21). 

Beispiel 3: Hersteilung des bakterlellen Vektors pEAP 25 
15 Durch Austausch eines 0.65 kb Hind Ill-Sal I Fragments im Cosmid pHC 79, etnem Derivat des E.coll 

Plasmids pBR322 (27)Hohn and Collins, 1980), durch ein 1,2 kb umfassendes Fragment aus dem Transposon 

Tn 903 (28)GrindIey etal., 1980), welches ein Kanamycln-Reslstenzgen tragt, entsteht das hybrids Cosmid 

p22G1 . Die Integration des 1.2 kb Fragments in die Hind Ill-Sal I Schnittstelle von pHC 79 wird ermoglicht durch 

AnfOgen von Hind Ill-Sal f LInker-Sequenzen. 
20 Aus dem Plasmid pCaMV6Km wird ein 2.9 kb umfassendes Sal l-Bst Ell Fragment, welches ein Gen enthalt. 

das fOr Kanamycinresistenz bei Pflanzen kodiert (6)Paszkowski etal. , 1984). ausgeschnitten und mit einem 2.4 

kb Sal l-Bst Ell Fragment aus p22G1 ausgetauscht. 
Die endgultige Konstruktion von pEAP 25 erfolgt durch Integration des zuvor mit Sal I geschnrttenen 

Plasmids pB5 in die Sal I Schnittstelle von pEAP 1. Das Plasmid pB6 wurde von J. Davies vom John Innes 
25 Instftut. Norwich, England entwickelt und zur Verfugung gestelit Dieses Plasmid ist inzwischen bei 29) n. 

Grimsley et al. , 1987 unter Bezeichnung pMSV 12 publiziert. 
Das Rasmid pB6 enthait ein dimeres MSV-Genom. welches zuvor in dem Plasmid pACYC184 (30)Chang and 

Cohen. 1978) kloniert wurde. 

30 Beispiel 4: Hersteilung des bakteriellen Vektors pEAP 37 

Der bakterielle Vektor pEAP 37 wird konstruiert durch Einfugen des Plasmids pB6, das zuvor mit Sal I 
geschnitten wurde. In die Sal I Restriktionsschnrttstelle des Plasmids pClB 10. Das Plasmid pCIB 10 wurde von 
Mary-Dell Chilton, CIBA-GEIGY Biotechnology Facility. Research Triangle Park. Raleigh N.C.. U.S.A., 
entwickelt und zur Verfugung gestelit. 

35 

Beispiel 5: Hersteilung des bakteriellen Vektors pEAP 40 

Ein 1,6 mer des MSV Genoms [Bglll-BamHI-Fragment (0,6 mer) + BamHI-BamHl-Fragment, (Monomer)] 
wird in die BamHI Restriktionsstellen des Plasmids pTZ19R, das bei 3i)Mead et al. (1986) beschrieben ist, 
elngesplelsst. Das so entstandene Plasmid mit der Bezeichnung p3547, das ein 1,6 mer des MSV Genoms 
40 enthalt. wird mit EcoRI geschnitten und anschliessend in die EcoRI-Stelle des Plasmids pCIB200 (32)Rothstein 
et al. , 1987) eingespleisst. Durch diese Massnahmen werden die MSV-Sequenzen zwischen die T-DNA 
"border^-Sequenzen von pCIB200 plaziert. 

Beispiel 6: Konstruktion des bakteriellen Vektors pMSV 109 

45 5 iig des Plasmids pMSV12, dessen Konstruktion zuvor im Beispiel 3 beschrieben wurde. werden mit BamHI 
in einer Pufferlosung (20)Maniatis et al. . 1982) fur einen Zeitraum von 2 Stunden bei einer Temperatur von 37^ C 
verdaut. Das aus dieser enzymatischen Verdauung resuitierende 2,7 Kb umfassende DNA-Fragment wird nach 
der elektrophoretischen Auftrennung der Probe In einem 1 o/o Agarose-TAE Gel (40 mM Tris-HCI, 20 mM 
Natriumacetat. 2 mM EDTA) aus dtesem eluiert und in die einzige BamHI-Schnittstelle des binaren 

50 T-DNA-Vektors pBin19 (26)Bevan, 1984) eingespleisst. 

Fur die Verkupfungsreaktion arbeitet man mit einem lOOfachen moiaren Ueberschuss des 2.7 Kb 
MSV-Fragments (des "Inserts**) im Vergleich zum Vektor pBin19 und einer hohen T4-DNA Ligase 
Konzentration, um eine hohe Einbaurate der dimeren MSV-DNA in den Vektor zu gewahrteisten. Die im 
einzelnen verwendeten Konzentrationen liegen bei 625 ng pMSV DNA und 25 ng pBln19 DNA. die bei einer 

55 Temperatur von 10° C fur einen Zeitraum von 1 6 Stunden in Gegenwart von 5 Bnheiten T4-DNA Ligase in einem 
Gesamtvolumen von 10 uJ miteinander verknupft werden, Eine Halfte dieser Ugations-Mischung wird in 
kompetente E.coli JM83 recA Zellen transformiert und auf ""Luria Broth" (LB)-Agar (20)Mahiatis et al. 1 982). der 
mit 50 ug/ml Kanamycin-Sulfat und 40 .ug/ml 5-Dibrom-4-chlor-3-indolylgalactosid (X-gal) angereichert Ist, 
ausplattiert und bei 37° C uber Nacht inkubiert. 

60 Weisse Kolonien, die das MSV-lnsert enthalten, werden ausgelesen und ein Klon. der das dimere 
MSV-lnsert in Tandem-Anordnung enthalt (pMSV109) wird fur die Konjugation in Agrobacterium tumefaciens 
C58NaIR (33)Hepbum et al. . 1985) ausgewahlt. die nach einem Verfahnen. das bei Pitta et al. . 1980 beschrieben 
ist. durchgefuhrt wird. Die Selektion der Exkonjuganten erfolgt auf LB-Agar enthaltend 50 p^/ml 
Kanamycinsulfat und 50 ug/ml Nalidixinsaure. Die gewahlte Kolonie. die in den im folgenden beschriebenen 

65 Inokulationssexperimenten eine Infektion bei Mais auslost, erhalt die Bezeichnung pMSV 114. 



10 



0267159 



75 



Beispiel 7: Herstellung eines Kontrollvektors fpEA 2) ohne T-DNA-Grenzsequenzen 

Zur Konstruktion des Kontroll-Vektors pEA 2 wird die Sal I Schnittstelle des Plasmids pRK 252/kmIll eines 
Vorlaufer-Plasmids von pBIN 19 (26)Bevan, 19B4) mit dem Sal I geschnittenon Plasmid pB6 verknupft 
Die Selektionierung von pEA 2 erfolgt aufgrund der Kanamycin (KmR) und Chloramphenicol (CmR)-Resjstenz 5 
des Kontroll-Vektors. 

Beispiel 8: Ei nfuhrung der Plasmide pEAP 25. pEAP 37 und pEA 2 in Agrobacterium tumefacie ns 

*^as Piasmid pEAP 25 wird in Bakterien des Stammes Escherichia coil GJ23 (pGJ28. R64rd11> f33)vfln Hflritt^ 
et_aL, 1983) kloniert. DIeser E.coii -Stannm ennoglicht den konjugalen Transfer von Plasmiden. welche eine io 
bom-Schnittstelle aufweisen. in Agrobacterium tumefaciens . Die Plasmide pEA 2. pEAP 37 und pEAP 40 
werden via eines 'triparenteraJ mating" in Agrobacterium tumefaciens mobilisiert (23)Rogers, S.G. et al. 1986) 
Als Empfangerstamme werden zwei Agrobacterium tumefaciens -Stamme verwendet 

1) C58 (pTiC58) fur die blnaren Vektoren pEAP40, pEA 2 und pEAP37 

2) C58 (pTiC58. pEAP 18) fur das Plasmid pEAP25. 
Wildtyp-Stamme von Agrobacterium tumefaciens konnen von der "Culture Collection of the Laboratory of 

Microbiology, Microbiology Department of the University of Gent" bezogen werden. 

PEAP25: Als Rezipienten-Stamm fOr das Plasmid pEAP 25 dient der Agrobacterium -Stamm (pTiC58. pEAP 
18), Bei pEAP 18 handelt es sich urn einen binaren Vektor. welcher konstrulertwird. Indem man das'6 7 kb 
umfassende EcoRI-BamHI-Fragment des Plasmids pGA472 (2i)An, G, et al. . 1985) durch das aus 2!6 kb 20 
bestehende EcoRI-Bglli-Fragment des Plasmids pHC79 (27) Hohn, B. et al. , 1980). welches zwischen 
T-DNS-Grenz-Sequenzen einen Bereich fur homologe Rekombinatlon In dem Plasmid pEAP 25 enthalt 
ersetzt. Da das Plasmid pEAP 25 in Agrobacterium tumefaciens nicht zur Replikation gelangt. ergibt die 
Selektionierung der Exkonjuganten auf Rifampicin. Kanamycin und Carbeniclllin den neuen Agbrobacterium- 
^^^m Agrobacterium tumefaciens CSS (pTlc58, pEAP 29), worin das Plasmid pEAP 26 in den binaren Vektor 25 
pEAP 18 durcti homologe Rekombinatlon integriert worden ist. 

pEAP 37. pEAP 40: Die Mobillsierung der Piasmide pEAP 37 und pEAP 40 aus E.coli in Agrob acterium 
tumefaciens via "triparenteral mating" fuhrt zum Aufbau eines binaren Vektor-Systems. 

pEA2; Das Kontroli-PIasmid pEA 2 wird in den Agrobacterium- Stamm C58 (pTiC58) eingeschleust. wo es 
sich in trans zu dem dort bererts vorhandenen Ti-Plasmid etabliert. ' ^ 

Die, wie vorstehend beschrieben. neukonstruierten Plasmide werden anhand von DNA-lsolierung und 
Restriktionskartierung gepruft. 

Die Im Rahmen der voriiegenden Erfindung verwendeten Plasmide pEAP 37, pEAP 40 und pMSV 109 
wurden bei der als Internationale Hinteriegungsstelle aneri<annten 'Deutschen Sammlung von Mlkroorganis- 
men (DSM), in Gottingen. Bundesrepublik Deutschland. bzw. The National Collection of Industrial BactenV 35 
(NCIB), Torry Research Station. P.O. Box 31, 135 Abbey Road. Aberdeen entsprechend den Anforderungen 
des Budapester Vertrages fur die Internationale Anerkennung der Hintertegung von Mikroorganismen zum 
Zwecke der Patentlerung. hinteriegt. Eine Ert<Iarung zur Lebensfahigkelt der hinteriegten Proben wurde durch 
die besagte Internationale Hinteriegungsstelle ausgefertigt. 
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Mikroorganistnen 


Hinterlegtmgs- 
datum 


Hinterlegungs- 
Nummer 


Datum der Lebens- 

fahigkeits- 

Bescheinigung 


pEAP 37 

(Escherichia coli 
Ml transform ert 
Silt pEAP 37 
Plasinid-DKA) 


16, Juni 1987 


DSM 4147 


19. Juni 1987 


pEAP 40 

(Escherichia coli 
DHl transfonniert 
roit pEAP 40 
Plasinid-BM) 


16. Jm± 1987 


DSM 4148 


19. Juni 1987 


pMSV 109 

(Escherichia coli 
j^g^Rec A^^^^g_^ 

formiert mit 
oMSV 109 
Plasmid-DNA) 


23. Sept, 1987 


NCIB 12547 


24. Sept. 1987 
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Einschrankungen der Zuganglichkeit besagter Mikroorganlsmen slnd seitens des Hinterlegers nicht 
verlangt worden. 

Beisplel 9: Kultivlerung der Agrobacterien-Stamme (RifR) C58 (pTiC58; pEAP200). (RrfR) CSS (pTiC58, pEA 
21). 058 (pTiC58. pEA 2) und C58 (pTiCSS, pEAP 37). C58 (pTiC58, pEAP 29); C58 (pTiC58. pEAP 40) sowie 
C58 fpTiC58, pMSV109) und Herstellung der Inokulatlonsldsung 

Vor der Inokulation warden die Agrobacterium-Stamme auf YEB Medium [Bacto Rindfleischextrakt 5 g/l, 
Bacto Hefeextrakt 1 g/I. Peptone 5 g/l, Sucrose 5 g/l. MgS04 2mM. pH 7^]. welches zuvor mit 100 jig/ml 
RIfamplcin und 25 \tg/m\ Kanamycin bzw. 50 ^g/ml Nalidixinsaure angereichert und mit 1 ,5 (Vb Agar verfestigt 
wurde. ausplattiert. Nach einer Kultivierungsdauer von 48 h bei einer Temperatur von 28°C wird eine einzeien 
Kolonie zum Animpfen einer Russigkultur venvendet. Diese wird in 100 ml Erienmeyer-Kolben in einem 
flussigen YEB-Medium, welches mit Antlbiotlka in der zuvor angegebenen Konzentration angereichert ist, 
durchgefuhrt. Die Kultivierung erfolgt bei einer Temperatur von 28° C auf einer Schuttelmaschine bei einer 
Geschwindigkeit von 200 r.p.m. Die Kultivierungsdauer betragt 24 h. 

Anschliessend wird eine zweite Subkultivierung in flussigem Medium mit einem Verdunnungsverhaltnis von 
1 :20 unter ansonsten gleichen Bedingungen durchgefuhrt. Die Inkubationsdauer betragt in diesem Fail 20 h. 

Diese Massnahmen fuhren zu einer Populationsdichte an lebenden Agrobakterien von etwa 10^ /ml. 

Die Bakterienzellen werden durch Abzentrifugieren geerntet und anschliessend in einem aquivalenten 
Volumen einer 10 mM MgS04-L6sung, die keine Antibiotika enthalt, resuspendlert. 

Diese Suspension wird im weiteren Verlauf als unverdunnte Stammlosung bezeichnet. Bei der Herstellung 
von Verdunnungsreihen wird als Verdun nungsmittel ebenfalls 10 mM MgSG4-L6sung verwendet. 

Beispiel 10: Steriiisation und Keimung von Mais-Samen 

Fur die Inokulationsexperimente werden Ptianzen der Varietaten Golden Cross Bantam. B73. North Star 
und/oder Black Mexican Sweetcom verwendet, die alle ertolgreich agroinfiztert werden konnen. 

Es werden fur die folgenden Experimente in der Regel 3 Tage alte, zuvor sterilisierte. Keimlinge verwendet. 
Die Sterilisation der Keimlinge umfasst die folgenden Verfahrensschritte: 

1. Sterilisation der Samen in einer 0.7 o/o w/v CaJciumhypochlorit-Losung (250 ml Losung/lOO Samen). Die 
Durchmischung von Samen und Losung erfolgt mit Hiife etnes Magnetruhrers. 

Nach 20 Minuten wird die Sterilisationslosung dekantiert. 

2- Es folgt ein 3maliges Waschen des so behandelten Samens mit destilliertem Wasser (250 mi dest. 
Wasser/100 Samen) fur jeweils 30 Minuten. 

Die auf diese Weise sterilisierten Samen werden anschliessend in zuvor ebenf alls sterilisierte Keimkammem 
eingebracht. Dabei handelt es sich urn Petrlschalen. die jeweils 3 sterile Macherey-Nagel®-Rundfilter mit 
einem Durchmesser von 8.5 cm sowie ca. 10 ml steriles Wasser enthalten. 

In jede dieser Keimkammern werden 20 Samen eingebracht und fur ca. 3 Tage bei einer Temperatur von 
28 C im Dunkein inkubiert. 
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Fur die anschliessenden Inokulationsexperimente werden nur Keimiinge verwendet. bei denen der Abstand 
zwischen Skutellarknoten und der apikalen Koleoptilarspitze 1-2 cm betragt. Auf alle Falle muss aber 
gewahrleislet sein. dass der Koleoptilarknoten deutlich identrfizierbar ist. 

Beispiel 1 1 : Inokulation der Mais-Keimlinge 5 
Fur das Einbringen der unter Punkt 3. beschriebenen Inokulationslosung in die Mais-Keimlinge werden 

Hamilton Injektionsspritzen (A 50 pi oder 100 verwendet, die mft austauschbaren Injektionsnadeln von 0,4 

mm Durchmesser ausgestattet sind. 
Das Aufziehen der Inokulationslosung In die Injektionsspritze wird in der Weise durchgefuhrt, dass keine 

Luftblasen gebildet werden. .10 

11.1. Inokulation 10 Tage alter Maispflanzen 

Die Inokulation der bakterienhaitigen Suspension in 10 Tage alte Maispflanzen wird mit verschiedenen 
Methoden und an verschiedenen Steilen der Pflanze durchgefuhrt. 

1. Aufbringen von 20 fil Bakteriensuspension auf eines der oberen Blatter und Elnreiben der is 
Suspension mit Hitfe von Carborundum-Pulver in das Blatt, bis das gesamte Blatt nass erscheint (Position 
AinAbbildung 1). 

2. Injektion von 10 ^1 der Bakteriensuspension unter Verwendung etner 100 ^1 Hamllton-lnjektionssprit- 
ze in den zentraien Tail der Pflanze. 

a) genau oberhalb der Ligula des Primarblattes [Position B in Abbildung 1) 20 

b) 1 cm unterhalb der Ligula des Pri m§rblattes (Position C in Abbildung 1 ) 

c) an der Basis der Pflanze in den sog. Wurzelhals, ainem meristematisc^en Gewebe. aus dem 
sich spater Adventivwurzelnentwickein (Position D in Abbildung 1). 

11.2 inokulation von 3 Tage alten Mais-Keimlingen 25 
Die Inokulation der bakterienhaitigen Suspension in 3 Tage alte Mals-Kelmllnge erfolgt durch Injektion in den 

Keimiinge mit Hiife einer 100 jjil Hamilton Injektionsspritze. 

1. Injektion der Bakteriensuspension in den Koleoptilarknoten durch EInfuhren der InjektlonskanOle 
durch die Koleoptile. ausgehend von der apikalen Koleoptilarspitze bis in den Bereich des 
Koleoptilarknotens (Position E In Abbildung 2) . $o 

2. Injektion der Bakteriensuspension unmittelbar in die Koleoptile, 2 mm unterhalb der apikalen 
Koleoptilarspitze (Position F in Abbildung 2). 

3. Injektion der Bakteriensuspension unmittelbar In die Koleoptile. 2 mm oberhalb des Koleoptilarkno- 
tens (Position G in Abbildung 2). 

4. injektion der Bakteriensuspension unmittelbar in den Koleoptilarknoten (Position H In Abbildung 2). 55 

5. Injektion der Bakteriensuspension unmittelbar in die Koleoptile 2 mm unterhalb des Koleoptilarkno- 
tens (Position I in Abbildung 2). 

6. Injektion der Bakteriensuspension direkt in den Skutellarknoten (Position J in Abbildung 2). 

7. Injektion der Bakteriensuspension in den Skutellarknoten durch Einfuhren der InjektionskanQle 
durch die Primarwurzel, ausgehend von der Wurzelspitze bis in den Bereich des Skutellari<notens 40 
(Position K in Abbildung 2). 

11.3 Dekapitieren der Koleoptile im Bereich des Koleoptilarknotens 

3 Tage aite Mais-Keimlinge werden an verschiedenen Steilen im Bereich des Koleoptilarknotens dekapitlert 
(siehG Abbildung 3). 45 
1 . unmittelbar auf Hohe des Koleoptilarknotens 

2. 1 mm oberhalb des Koleoptilarknotens 

3. 2 mm oberhalb des Koleoptilarknotens 
4. 5 mm oberhalb des Koleoptilarknotens 

Anschliessend werden die dekapitierten Samlinge In feuchte Erde elr^gepflanzt und entsprechend den unter 50 
Punkt 6. angegebenen Bedingungen kultiviert. 

Die eigentlichen Inokulationsexperimente mit Agrobacterium werden an Kelmllngen durchgefuhrt, deren 
Koleoptilarspitze n 2 mm oberhalb des Koleoptilarknotens praparativ entfemt wurden. 

Beispiel 12: Kultivierung der behandelten Mais-I^anzen und Mais-Keimlinge 55 
Die Mais-Keimlinge werden unmittelbar nach der Inokulationsbehandlung in feuchte Erde eingepflanzt und 

in gleicher Weise wie die 10 Tage alten Mais-Pflanzchen bei einer Temperatur von 22" ±2*'C unter 

Dauert^eleuchtung mit Weisslicht (Phillips 400 W/G/92/2) bei 3000-5000 lux kultiviert. 
Die Pfianzen werden anschliessend taglich auf das Vorhandensein von Symptomen einer Viruslnfektion hin 

untersucht, welche durch das Auftreten von gelben Punkten und/oder Streifen an der Basis neugebildeter 60 

Blatter charakterisiert ist. 

Beispiel 13: DNA-Extraktion aus infizierten. symptomatischen Mais-pflanzen 

Ca. 400 mg (Frischgewicht) junges Blatt-Gewebe wird zunachst in einem Morser auf Eis homogenisiert. 
unter Zugabe von 0.5 ml-1.0 ml STEN (15 0/0 Sucrose. 50 mM Tris-HCI, 50 mM Naa EDTA, 0.25 M NaQ. pH8) $5 
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und von Sand (^50 mg) zur Unterstutzung des Gewebeaufschlusses. Das Homogenisat wird anschliessend 
in ein Zentrifugen rohrchen (1,5 ml) Qberfuhrt und 5 MInuten bel einer Temperatur von 4°C in einer 
Tischzentrifuge bei maxiamler Geschwindigl<eit zentrifugiert. Der Ueberstand wird verworfen und das Pellet in 
0.5 ml elskaltem SET (15 <W) Sucrose. 50 mM Naa EDTA, 50 mM Tris-Hcl, pH 8) unter Ruhren zunachst mit 
einem sterilen Zaiinstocher, dann unter kurzzeitiger (5 Sekunden) Verwendung eines Vortex, resuspendiert. 
Anschliessend werden 10 nl einer 20 <Va SDS-Losung scwie.100 pJ Proteinase K (20 mg/ml) hinzugegeben. 
vermischt und anschliessend in dem Rohrchen fur 10 Min. auf 68° C erwannt. Nach der Zugabe von 3 M 
Natriumacetat (1/10 Volumen) wird das Lysat zweimaJ mit Phenol/Chlorofonm (3:1) extrahiert. Die DNA wird 
dann durch Zugabe von 2 Volumenteilen Ethanol prezipitiert und uber Nacht bel -20'' C aufbewahrt. Durch 
Zentrifugation (10 Min.) in einer Tischzentrifuge bel maximaler Geschwindigkeit erhall man ein DNA-haltiges 
Pellet, das anschliessend in 40 ^1 TE-Puffer (40 mM Tris-HCI, 1 mlWI Naa EDTA. pH B) gelost vwrd. 
Aliquots dieser DNA-Losung werden fur die 'Sbuthern blof-Experimente (36) Southern EM. J.MoLBioL, 98 : 
503-517, 1975) verwendet. 
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Beispiel 14: "Southern blot'-Analyse 

Die extrahierte DNA wird zunachst mit Restrlktionsenzymen behandelt. anschliessend einer Elektrophorese 
in 1 o/o-igem Agarose-Gel untenvorfen. auf eine Nitrozeliulosemembran [22) Southern. E.M., J.MoI.BioL 98, 
503-517 (1975)] transferiert und mit der nachzuwelsenden DNA, welche zuvor einer Nick Translation [23) 
Rigby. WJ.. Dieckmann. M.. Rhodes. C. und P. Berg. J.MoLBiol. t13i 237-251)] unterworfen wurde 
(DNA-spezlfische Aktivitaten von 5 x 10^ bis 10 x 10^ cp.m./^ig) hybridisiert. Die Riter werden dreimal je eine 
Stunde lang mit einer wassrigen Losung von 0.03 M Natrlumcrtrat und 0,3 M Natriumchlorld bei 65* C 
gewaschen. Die hybridisierte DNA wird durch Schwarzung eines Rontgenfilms wahrend 24 bis 48 Stunden 
sichtbar gemacht. 
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A) Inokulation 10 Tage alter Mais-Pflanzen 

Tabeile 1 gibt die Ergebnisse von Inokulationsexperimenten an 10 Tage alten Mais-Pflanzen wieder. die 
unter Punkt 10.1. Beschrieben sind. Die Inokulation erfolgt unter Verwendung von pEAP 37 DNA. 



Tabeile 1 



35 



4Q 



45 



Inokulations- 


Zahl der Pflanzen mit Symptomen/ 




ort 


Zahl der itiokuliertien Pflanzen 






pEAP 37 


pMSV 109 


pEAP 200 


pEAP 25 


A 


0/46 (<2 %) 








B 


0/44 (<2 %) 








C 


3/46 (6,5 %) 




+ 


+ 


D 


42/68 (62 %) 


26/65 (40 %) 


++ 





50 



Die Ergebnisse der Tabeile 1 machen deutiich, dass der bevorzugte Applikationsort an der Pflanze im 
Bereich des Wurzelhalses lokalisiert ist. wo 62 <yo bzw. 40 % der behandelten Pflanzen Infektionssymptome 
zeigen, wahrend die Zahl der infizierten Pflanzen bel Inokulation an den ubrigen Inokulationspunkten der 
Pflanze (A. B, C) 0 Oder vemachlassigbar gering ist. 



55 



B) Inokulation von 3 Tage alten Mais-Keimlingen 

Tabeile 2 gibt die Ergebnisse von Inokulationsexperimenten an 3 Tage alten Mals-Keimlingen wieder. die 
unter Punkt 10.2. beschrieben sind. Die Inokulation erfolgt unter Verwendung von pEAP 37 und pEAP 40 DNA. 
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Tabelle 2 



Inokulationsort 


Zahl der Pf lanzen mit Syraptomen/ 




Zahl der inokulierten Pflanzen 




pEAP 37 


pEAP 40 


E 


21/27 (78 %) 






0/20 (<5 %) 




G 


3/19 (16 %) 




H 


25/30 (83 %) 


51/58 (88 %) 


I 


8/51 (16 %) 




J 


1/20 { 5 %) 






2/12 (17 %) 





20 

Wie die Ergebnisse der Tabelle 2 zetgen. befindet sich der bevorzugte Appiikationsort beim Mais-Keimling 
im Bereich des Koleoptllarknotens, wobel die direkte und indirekte Applikation der Bakteriensuspension 
unmtttelbar in den Koleoptilarknoten mit 83 o/o und 88 o/o bzw. 78 «Vto infizierler Pflanzen eindeutlg bevorzugt ^ 
ist, gegenuber alien anderen untersuchten Appllkatlonsorten, Dabel spielt es offentsichtlich keine RolIe» ob 
die Injektion der Suspension direkt seltlich in den Koleoptilarknoten erfolgt oder uber den Umweg durch die 
Koteoptile. 

C) Dekaptltation 3 Tage alter Mais-Kelmlinge ^ 

Tabelle 3 gibt die Anzah! der uberlebenden Keimlinge 2 Wochen nach Dekaptitation der Koleoptile an 
verschiedenen Stellen im Bereich des Koleoptilarknotens wieder. 

Tabelle 3 



Dekaptitations- 
stelle 


Zahl der uberlebenden Keimlinget/ 
Zahl der dekapitiierten Keimlinge 


1 


0/7 


2 


5/8 


3 


8/8 


4 


8/8 



Es zeigt sich. dass die Plumula bis zu 2 mm oberhalb des Koleoptilaricnotens entfemt werden kann. ohne 
dass eine Beeintrachtigung der Lebensfahigkeit der so behandelten Keimlinge beobachtet werden kann. Auch ^ 
das Entfemen der Plumula nur 1 mm oberhaib des Koleoptilarknotens fuhrt noch in ca. 60 (Wa der Falle zu 
vollstandig iebensfahigen Pflanzchen. 

Tabelle 4 gibt die Ergebnisse von Inokulationsexperimenten an 2 mm oberhalb des Koleoptilarknotens 
dekapitierten Keimlingen wieder. Die Inokulation erfolgt unter Verwendung von pEAP 37 DNA. 

55 



60 
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Tabelle 4 
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Inokulationsort 


Zahl der Pflanzen mit Symptomen/ 
Zahl der inolculierten Pflanzen 


L 
M 


48/A9 (98 %) 
14/44 (32 %) 



Die Ergebnisse der Tabelle 4 machen deutlich. das die Position L am dekapitlerten Keimling, d.h. der 
meristematischen Gewebebereiciie, eindeutig bevorzugt ist gegenuber der Position M, die die peripheren 
Gewebeabschnitte abdeckt. 

D) VerdOnnungsexperimente 

Die unter Punid 9 beschriebene Bakteriensuspension wird in YEB Medium ohne Antibiotikazusatz verdunnt 
und In den unten angegebenen Konzenlrationen in den Koleoptilarknoten appliziert. 



25 


Verdiinnung 


Gescbatzte in der 
Inokulatilona stie lie 
verbleibende Balcterien- 
zahl 


Anzahl der 
Pflanzen mit 
SjriDptoinen/ 
Anzahl der in- 
okulierten Pflanzen 


30 


unverdiinnt 


2 X 306 


84/102 


(82 %) 




10-1 


, 2 X 10* 


42/55 


(76 %) 




10-2 


2 X 10^ 


34/54 


(62 %) 


35 


10-3 


2 X 10^ 


19/56 


(34 %) 




10-* 


0 


0/10 


(<10 %) 




10-^ 


0 


0/10 


(ao %) 



Gelit man davon aus, dass die Kopienzahl des binaren Vektors, der die MSV-Sequenzen enthait. ungefahrt 
10 betragt und dass die Bakterien sich in der Inokulationsstelie nicint waiter vermehren, dann enthalten 10^ 
Bakterien ca 400 fg (4 x 10^3 g) MSV DNA. 

Das bedeutet, dass Agrobacterium seine DNA mit der einer vergleichbaren Effizlenz auf Mais Qbertragt. wie 
dies bei dikotylen Wirtspflanzen der Fall ist. 

E) Agrobacterium-Wirtsbereich 

Neben Mais konnten noch weitere Vertreter aus der Klasse Gramineae ermitteit warden, die einer Infektlon 
mit Agrobacterium zuganglich sind. 

Die Ergebnisse von Inokulationsexperimenten mit diesen Gramineen-Spezies sind in Tabelle 5 
wiedergegeben: 
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Tabelle 5 



Gra-mineen 


Zahl der Pflanzen 


5 


Spezles 


mit Sytnptomen/ 

ZaH 1 der inotu lie r r fen 






Pflanzen 


W 






Gerste (Marie Otter) 


1/15 (6 %) 




Veizen (Maris Butler) 


1/40 (2 %) 




Weizen (Normal) 


1/25 (4 %) 




Flughafer (Saladiii) 


1/25 (A %) 




?anicun milaceum 


3/8 (35 %) 


15 


Digitaria Sanguinalis 


2/10 (20 %) 




Lolium temulentum 


1/25 (4 %) 





20 

Einige der weniger effektrven Ergebnisse sind moglicherweise auf technischs Schwierigkeiten Im Verlaufe 
der Inokulation zuruckzufuhren, da die Pflanzen zX sehr kiein slnd und daher nur geringe Stengeldurchmes- 
ser aufweisen, was eine zielgerichtete Injektion der Inokulationslosung schwierig macht. 

Dessen ungeachtet zeigen die vorliegenden Ergebnisse. dass neben Mais eine Reihe weiterer Vertreter bus 
der Gruppe der Gramineen durch Agrobacterium transformierbar sind. ' ^ 

F) Agrobacterium-Stamme 

Neben dem in den Inokulationsexperimenten mit Mais routinemassig venwendeten Agrobacterium 
tumefaciens -Stamm C58, wurden noch weitere A, tumefaclens und Ajtlzogenes-Stamme getestet. Dabei 
konnte bei Verwendung der folgenden in Tabelle 6 aufgelisteten Agrobacterium Stamme ebenfalls eine ^ 
% Uebertragung der MSV-DNA auf Mais nachgewlesen werden: 



Tabelle 6: 

' 35 



Agrobacterintn 


Zahl 


der Pflanz 


en mit Symptomen 




Srantm 


Zahl 


der inofculierten Pflanzen 






pMSV 


109 *1 


pEAP 37 *2 


40 


A- tuTnefaciens 










T 3? 


3/6 


(50 %) 


6/6 (100 %) 




LBA 4301 (pTlC58) 


21/23 


(91 %) 


15/21 (71 %) 


45 


A 6 


0/8 


(<1 %) 


2/37 (5 %) 


A. rhizogenes 










R 1000 


17/22 


(81 %) 






LBA 9402 


15/20 


(75 %) 






2626 


7/12 


(51 %) 




50 



*1 die rnokulatlonsexperimente mit pMSV 109 wurden an 10 Tage alten 55 

Maispflanzen durchgefiihrt 

*2 die Inokulationsexperiroente mit p£AP 37 wurden an 3 Tage alten 

Maiskeimlingen durchgefiihrt 
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40 Patentanspructie 

1 . Verfahren zur EInschleusung von genetlschem Material In monokotyle Pflanzen oder lebensfahige 
Teile davon, dadurch gekennzeichnet. dass man einen Transfer-Mikroorganismus, der das genetische 
Material in einer transportierbaren Form enthait, und der in der Lage fst besagtes genetisches Material in 

45 monokotyle Pflanzen oder lebensfahige Teiie davon einzuschleusen durch Anwendung geeigneter Kultur 

und Applikationsmethoden, die eine Induktion der Virulenz-Genfunktionen des Transfer-Mikroorganis- 
mus ermoglichen. fur eine Infektion von Monokotyledonen einsetzbar macht und mit besagtem 
Transfer-Mikroorganismus monokotyle Pflanzen oder lebensfahige Teile davon infizlert. 

2. Verfahren gemass Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet. dass man besagten Transfer-Mikroonga- 
50 nismen in an sich bekannten Kulturmedien heranzieht, wobei gegebenenfalls ein oder mehrere 

Subkultivierungsschritte durchgefuhrt werden, die Transfer-Mikroorganismen abzentrifugiert und 
anschliessend in einem geeigneten Medium resuspendiert und man die so erhaltene Inokulationslosung 
in eine Wachstumszone einer monokotylen Pflanze einbringt 

3. Verfahren gemass einem der Anspruche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet. dass man besagten 
55 Transfer-Mikroorganismus in einer Schuttelkultur uber einen Zeitraum von 30 bis 60 Stunden (h). bei einer 

Inkubationstemperatur von 15° bis 40°C. in einem fur die Kultivieaing von Transfer-Mikroorganismen 
geeigneten Medium heranzieht und anschliessend gegebenenfalls einen oder mehrere Subkultivierungs- 
schritte durchfuhrt. wobei jeder einzelne dieser Subkultivierungsschritte uber einen Zeitraum von 15 bis 
30 Stunden erfolgt und bei einer Temperatur von 15* bis 40° C durchgefuhrt wird. 

•50 4. Verfahren gemass Anspruch 3. dadurch gekennzeichnet. dass der Inkubationszeitraum fur die 

Kultivierung sowie die gegebenenfalls erforderiichen Subkultivierungen des Transfer-Mikroorganismus 
40 bis 50 Stunden betragt. 

5. Verfahren gemass Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet. dass die Inkubationstemperatur fOr die 
Kultivierung sowie die gegebenenfalls erforderiichen Subkultivierungen des Transfer-Mikroorganismus 

$5 24^^ bis 29^ C betragt 
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6. Verfahren gemass einem der Anspruche 1 bis 3. dadurch gekenmzelchnet, dass man ein mit Agarose 
Oder Afginat oder jedem beliebigen anderen geeigneten Verfestigungsmittel verfestlgtes Kulturmedium 
verwendet. 

7. VerfahrBn gemass Anspruch 1 . dadurch gekennzeichnet, dass man besagte Transfer-Mlkroorganis- 

men in Form einer Mikroorganismensuspension in die meristematischen Gewebe-Regionen der Pflanze 5 
Oder lebensfahigeTeiie davon inokuiiert. 

8. Verfahren gemass Anspruch 7. dadurch gekennzeichnet. dass man besagte Mikroorganismensus- 
pension mehrfach inokuiiert. 

9. Verfahren gemass Anspruch 1 . dadurch gekennzeichnet. dass man durch Wahl des Inokulationszeit- 
punktes-im Hinblick auf das Entwicklungs-und Drfferenzierungsstadium der Pflanze - sowie des 10 
Inokulationsortes auf der Pflanze in der Weise aufeinander abstimmt. dass eine signifikante Erhohung der 
Transformattonshaufigkeit resultiert. 

10. Verfahren gemass Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet. dass man die Inokulation der 
transformierenden Mikroorganismensuspension an einer Pflanze vomimmt, die sich in einem 
Entwicklungsstadium befindet, welches zwischen dem Beginn der EntwicWung des pfianzlichen Embryos 75 
und dem Beginn der Blutenbildung liegt. 

11. Verfahren gemass Anspruch 10. dadurch gekennzeichnet. dass sich besagte Empfangerpfianze in 
einem Entwicklungsstadium zwischen der Samenkelmung und dem Errelchen des 4-Blattstadiums 
befindet. 

12. Verfahren gemass Anspruch 11. dadurch gekennzeichnet. dass sich die Pflanze im 1. bis 3. Tag der 20 
Keimungsphase befindet. wobei der Abstand zwischen dem Skutellarknoten und der apikalen 
Koleoptllarspitze ca. 1-3 cm l^etragt. 

13. Verfahren gemass Anspruch 7. dadurch gekennzeichnet, dass die Inokulation der transformierenden 
Mikroorganismensuspension durch Injektion in die meristematischen Gewebe-Regionen der Pflanze 
erfolgt ^ 

14. Verfahren gemass Anspruch 13. dadurch gekennzeichnet, dass die Injektion der transformierenden 
Mikroorganismensuspension beim bereits in Wurzel, Stengel und Blattem differenzlerten Pflanzchen im 
Bereich des Wurzelhalses erfolgt. 

15. Verfahren gemass Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet. dass die Injektion der transformierenden 
Mikroorganismensuspension beim Kelmling In die unmrttelbare Nahe des Koieoptilarknotens erfolgt. 30 

16. Verfahren gemass Anspruch 15. dadurch gekennzeichnet. dass die Injektion der transformierenden 
Mikroorganismensuspension direkt in den Koleoptllar1<noten oder Innerhalb eines Berelchs von ca 2 mm 
urn den Koleoptilarknoten erfolgt. 

17. Verfahren gemass Anspruch 13. dadurch gekennzeichnet, dass die Injektion der transformierenden 
Mikroorganismensuspension nach Dekapitieren der Koleoptllarspitze unmlttelbar In die meristemati- 35 
schen Gewebeberelche der Koleoptite erfolgt. 

18. Verfahren gemass Anspruch 17. dadurch gekennzeichnet, dass die Dekapitation der Koleoptilarsplt- 
ze in einem Bereich, der sich 1-5 mm oberhalb des Koieoptilarknotens befindet, erfolgt. 

19. Verfahren gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet. dass es sich bei besagtem genetischem 
Material um virale DNA handelt. die gegebenenfalls eingebaute Cargo-DNA enthalten kann. 40 

20. Verfahren gemass Anspruch 19 zur Einschleusung viraler DNA. die gegebenenfalls Cargo-DNA 
eingebaut enthalt, in Pflanzen aus der Klasse Monocotyledoneae dadurch gekennzeichnet. dass man 

a) in ein T-Replikon virale DNA. welche gegebenenfalls Cargo-DNA eingebaut enthalt. in 
Nachbarschaft zu einer oder mehreren T-DNA-Grenz-Sequenzen integnert. wobel die Entfemung 
zwischen viraler DNA und T-DNA-Gren2-Sequenz(9n) so gewahit 1st. dass die Uebertragung der 45 
viralen DNA einsctiliesslich gegebenenfalls vorhandener Cargo-DNA in pfianzliches Material erfolgt. 

b) anschliessend die Aufnahme des T-Replikons in einen geeigneten Transfer-Mikroorganismus 
veranlasst, wobei das Replikon in den Transfer-, Mikroorganismus gelangt, 

c) mit dem gemass b) modifizierten Transfer-Mikroorganismus Pflanzen aus der Klasse 
Monocotyledoneae inf iziert. ^ 

21. Verfahren gemass Anspruch 19. dadurch gekennzeichnet. dass man 

a) virale DNA oder ihre Aequivalente aus infiziertem pflanzlichem Material isoliert und mit Hilfe 
geeigneter Vektoren in einem Wirtsorganismus kloniert; 

b) die klonierte virale DNA oder Telle davon sowie eventuell darin eingebaute Cargo-DNA zum 
AuflDau eines bakteriellen Plasmids ( = BaP) venvendet. welches mehr als ein virales Genom oder 55 
Teile viraler Genome sowie eventuell darin eingebaute Cargo-DNA enthalt. wetehe sich in 
Nachbarschaft zu einer oder mehreren T-DNA-Grenz-Sequenzen befinden. wobei die Entfernung 
zwischen viraler DNA und T-DNA-Grenz-Sequenzen so gewahit ist. dass die Uebertragung der 
viraien DNA einschliesslich der gegebenenfalls darin eingebauten Cargo-DNA in pfianzliches 
Material erfolgt; ^ 

c) zum Aufbau eines fur Pflanzen venvendbaren Vektorsystem das Plasmid BaP in einen 
geeigneten Transfer-Mikroorganismus uberfuhrt. 

d) Pflanzen aus der Klasse Monocotyledoneae oder lebensfahlge Teile davon mit dem so 
modifizierten Vektorsystem inf iziert. 

22. Verfahren gemass einem der Anspruche 19 bis 21 , dadurch gekennzeichnet, dass man als virale DNA 65 
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doppelstrangige DNA-Formen von Bnzelstrang-DNA-Viren verwendet. 

23. Verfahren gemass Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, dass man als virale DNA solche von 
Gemini-Viren venvendet. 

24. Verfahren gemass Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, dass man ats virale DNA solche von Maize 
Streak Virus (MSV), Bean Goiden Mosaik Virus (BGMV), Chloris Striate Mosaic Virus (CSMV), Cassava 
Latent Virus (CLV). Curly Top Vims (CTV). Tomato Golden Mosafc Virus (TGMV) oder Wheat Dwarf Virus 
(WDV) venvendet. 

25. Verfahren gem3ss einem der AnsprOche 19 bis 21, dadurch gekennzeichnet, dass man als virale DNA 
naturliche Virus-DNA verwendet. 

26. Verfahren gemass Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass man als virale DNA solche von 
Caullflower-Mosaik-Virus verwendet. 

27. Verfahren gemass einem der AnsprOche 19 bis 21 , dadurch gekennzeichnet, dass man als virale DNA 
cDNA-Koplen von VIrus-RNA verwendet. 

28. Verfahren gemass einem der AnsprOche 19 bis 21 , dadurch gekennzeichnet. dass man als virale DNA 
cDNA-Kopien von Viroid-RNA verwendet. 

29. Verfahren gemass einem der AnsprOche 19 bis 28, dadurch gekennzeichnet dass man ats virale DNA 
solche von lethalen oder let>ensfahige Mutanten von Viren venvendet. 

30. Verfahren gemass Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass man als virale DNA unter der 
Kontrolle viraler Replikationssignale stehende, klonierte DNA verwendet 

31. Verfahren gem§ss Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass man als virale DNA unter der 
Kontrolle viraler Expressionssignale stehende klonierte DNA verwendet 

32. Verfahren gem&ss Anspruch 19. dadurch gekennzeichnet dass man als virale DNA unter der 
Kontrolle viraler Replikations- und Expressionssignale stehende klonierte DNA verwendet. 

33. Verfahren gem§ss Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet dass nnan als virale DNA unter der 
Kontrolle eukaryontischer Replikations- und Expressionssignale stehende klonierte DNA verwendet. 

34. Verfahren gemSss Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet dass man als virale DNA Telle von 
Virus-DNA verwendet. 

35. Verfahren gemass Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass man die virale DNA In Tandem-Form 
verwendet 

36. Verfahren gemass einem der AnsprOche 19 bis 34, dadurch gekennzeichnet dass man die virale 
DNA Oder Aequivalente davon in Tandem-Form venvendet 

37. Verfahren gemass einem der AnsprOche 19 bis 36, dadurch gekennzeichnet dass man virale DNA 
mit eingebauter Cargo-DN A verwendet. 

38. Verfahren gemass einem der AnsprOche 19 bis 35, dadurch gekennzeichnet. dass man virale DNA 
Oder Aequivalente davon mit eingebauter Cargo-DNA verwendet 

39. Verfahren gemass etnem der AnsprOche 20 oder 21, dadurch gekennzeichnet dass man ein 
bakterielles T-Replikon verwendet. 

40. Verfahren gemass Anspruch 39, dadurch gekennzeichnet dass man ein T-RepOkon von einem 
Bakterium der Gattung Agrobacterium verwendet. 

41. Verfahren gemass einem der AnsprOche 39 oder 40, dadurch gekennzeichnet, dass man als 
T-Replikon ein Ti-Plasmid oder ein Ri-Plasmid aus einem Bakterium der Gattung Agrobacterium 
verwendet. 

42. Verfahren gemass Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet dass man als Mikroorganismus, wetcher 
ein T-Replikon gemSss einem der AnsprOche 39 bis 41 beherbergt, ein Bakterium verwendet. 

43. Verfahren gemass Anspruch 42, dadurch gekennzeichnet, dass man als Miloroorganismus, wetcher 
das T-Replikon beherbergt. ein Bodenbakterium verwendet. 

44. Verfahren gemass Anspruch 43, dadurch gekennzeichnet dass man als Mikroorganismus. welcher 
das T-Replikon beheriDergt, ein Bakterium der Gattung Agrobacterium verwendet. 

45. Verfahren gemass Anspruch 38, dadurch gekennzeichnet, dass besagte Cargo-DNA entweder aus 
genomischer DNA aus cDNA oder aus synthetischer DNA besteht. 

46. Verfahren gemass Anspruch 38, dadurch gekennzeichnet, dass besagte Cargo-DNA sowohl aus 
genomischer als auch aus cDNA und/oder synthetischer DNA zusammengesetzt ist. 

47. Verfahren gemass Anspruch 38. dadurch gekennzeichnet, dass besagte Cargo-DNA aus 
Genfragementen von mehreren Organismen, die verschiedenen Gattungen angehoren, zusammenge- 
setzt ist. 

48. Verfahren gemass Anspruch 38, dadurch gekennzeichnet, dass besagte Cargo-DNA aus 
Genfragmenten von mehr ais einem Stamm, einer Varietat oder etner Speztes des gleichen.Organlsmus 
zusammengesetzt ist 

49. Verfahren gemass Anspruch 38. dadurch gekennzeichnet. dass besagte Cargo-DNA aus Anteilen 
von mehr als einem Gen derselben Organismen zusammengesetzt ist, 

50. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenrueichnet. dass man als lebensfahige Teile von 
monokotylen Pflanzen pflanzliche Gewebekulturen oder Zellkulturzellen verwendet. 

51. Verfahren nach Anspruch 50, dadurch gekenr^zeichnet dass man als Pflanzen oder lebensfahige 
Telle davon F*flanzen aus der Familie der Adiaceae . Amaryllidaceae . Asparagaceae . Bromeliaceae . 
Gramineae. Liliaceae, Musaceae. Orchidaceae oder Palmae verwendet. 
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52. Verfahren nach Anspruch 51. dadurch gekennzeichnet. dass man als Pflanzen oder lebensfahlge 
Teile dieser Pflanzen solche aus der Familie der Gramineae verwendet. 

53. Verfahren nach Anspruch 52, dadurch gekennzeichnet, dass man als Pflanzen oder lebensfahlge 
Teile von Pflanzen Mais. Rels. Weizen. Gerste. Roggen. Hafer oder Hirse verwendet. 

54. Verfahren nach Anspruch 50. dadurch gekennzeichnet. dass man als Pflanzen oder lebensfahlge 
Teile von Pflanzen. solche aus der Gattungen Allium , Avena , Hordeum . Oryzae . Panicum . Saccharum . 
Secale. Setaria . Sorghum . Triticum , Zea . Musa . Cocos . Phoenix . Elaeis oder Teile dieser RIanzen 
verwendet. 

55. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet. dass man Protoplasten zusammen mit dem 
Transfer-Mikroorganismus inkubiert. 

56. Transfer-Mikroorganismus oder relevante Teile davon. die In dem Verfahren gemass Anspruch 1 
eingesetzt werden konnen. 

57. Plasmid pEAP 37 oder pEAP 40 oder Transfer-Mikroorganismus enthaltend eines dieser Piasmide. 

58. Das Plasmid pMSV 109 oder Transfer-Mikroorganismus enthaltend dieses Plasmid, 

59. Der transformierte Escherichia coli -Stamm DH1 (pEAP 37), von dem eine Probe unter der 
Hinterlegungs-Nummer DSM 4147 hinterlegt worden ist. sowie alle Abkommlinge und Mutanten davon 
die noch die charakteristischen Eigenschaften des transformierten Stammes besrtzen. 

60. Der transformierte Escherichia colt -Stamm DH1 (pEAp 40), von dem eine Probe unter der 
Hinteriegungs-Nummer DSM 4148 hinteriegt worden ist. sowie alle Abk6mmlinge und Mutanten davon 
die noch die charakteristischen Eigenschaften des transformierten Stammes besitzen. 

61. Der transformierte Escherichia coll -Stamm JM83Rec a, von dem eipe Probe unter der 
HInteriegungsnummer NCIB 12547 hinteriegt worden Ist. sowie alle Abkommlinge und Mutanten davon 
die noch die charakteristischen Qgenschaften des transformierten Stammes besitzen. 

62. Monokotyle Pflanzen und deren Nachkommen. hergestellt gemiss einem der Verfahren der 
Anspruche 1 bis 49. dadurch gekennzeichnet, dass ein Grossteil der somatischen Zellen und/oder der 
Keimzellen besagter Pflanzen sowie deren Nachkommen transfonmierl sind. 

63. Samen von Pflanzen und deren Nachkommen gemass Anspruch 62, 

64. Monokotyle Pflanzen oder lebensfahlge Teile von monokotylen Pflanzen, welche gemass dem In dem 
Anspruchen 1 bis 49 beschriebenen Verfahren transformiert worden sind. 

65. Transformierte Teile von monokotylen Pflanzen gemass Anspruch 64. dadurch gekennzeichnet. dass 
es sich urn Samen. Pollen. Eizelien, Zygoten, Embryonen oder anderes aus transformierten 
Keimbahnzeilen hervorgegangenes Vermehrungsgut handelt. 

66. Eine vollstandig durchtransformierte Pflanze. welches aus lebensfahigen Teile von monokotylen 
Pflanzen gemass Anspruch 50 oder 65 regeneriert worden ist. 

67. Die aus dem in dem Anspruchen 1 bis 49 beanspruchten Verfahren resultierenden transformierten 
Protoplasten, Pflanzenzelien. Zellaggregate. Pflanzen und Sanien sowie deren Nachkommen. die die 
durch die Transformation erzeugte neue Eigenschaften aufweisen. 

68. Alle Kreuzungs- und Fusionsprodukte mit dem In den Anspruchen 62 bis 67 deflnierten 
transfomiierten Pflanze nmaterial. die die durch die Transformation erzeugten neuen Eigenschaften 
aufweisen, 

69. Venvendung des Transfer-Mikroorganismus gemass Anspruch 1 im Pflanzenschutz zur •Immunisie- 
rung' von Pflanzen gegen unenwunschten VirusbefalL 
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